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PEPCK
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3-PG
PGI
PGK
PGM
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PIO

PK
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glucohemoglobina del tipo 1C
acido clorhidrico
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hexoquinasa
cromatografia liquida de alta eficacia
substrato 1 del receptor de la insulina
substrato 2 del receptor de la insulina
flujo metabdlico global
flujo gluconeogénico o flujo deoguccion de glucosa
flujo glucolitico o flujo dergduccion de lactato+piruvato
respiracion celular o consuwhecxigeno
ion potasio
cloruro de potasio
dihidrogenofosfato de potasio
hidrogenofosfato de potasio
constante de inhibicion
constante de afinidad
hidréxido de potasio
lactato-deshidrogenasa
lipoproteina de baja densidad
lactato+piruvato
malondialdehido
malato-deshidrogenasa
ion magnesio
sulfato de magnesio
acido 3 (N-morfolino)-propano sulfénico
cloruro de sodio
nicotinamida adenina dinucle6tido oxidado
nicotinamida adenina dinucldétreducido
nicotinamida adenina dinucledétidefato oxidado
nicotinamida adenina dinucldétfosfato reducido
bicarbonato sédico
factor nucleaB
ion amonio
sintasa del oxido nitrico
oxalacetato
B-hidroxibutirato
B-hidroxibutirato-deshidrogenasa
oxigeno
tampon fosfato salino
piruvato-carboxilasa
1-pirrolina-5-carboxilasa
piruvato-deshidrogenasa
1-pirrolina-5-carboxilasa deshidrogenasa
fosfoenolpiruvato
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa
fosfofructoquinasa 1
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prostaglandinas
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fosfoglucoisomerasa
fosfoglicerato-quinasa
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fosfato inorganico
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
pioglitazona
piruvato-quinasa
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pKa
PPARuBy
ProdH
PYR
RCR
REL
ROS
ROSI

SB
SDS-PAGE
SOD
STz

tBH

TK
TMPD
TNF-a
TPI
TRA-HCI
Trans
Tris
TZDs
UDP-Glc
VLDL
AW

proteina-quinasa A
constante de disociacién
receptor inductor de la proliferacién de los pé&somas
prolina-deshidrogenasa
piruvato
ratio de control respiradori
reticulo endoplasmico liso
especies reactivas de oxigeno
rosiglitazonas
silibinina
electroforesis en geles de padléanida con dodecilsulfato sodico
superéxido-dismutasa
estreptozotocina
tert-butil-hidroperéxido
trioquinasa
N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilenodiamina
factor de necrosis tumoral
triosa fosfato-isomerasa
trietanolamonio clorhidrato
transaminasa
tris(hidroximetil)aminometano
tiazolidindionas o glitazonas
uridina difosfato glucosa
lipoproteina de muy baja densidad
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Objetivo

Nuestro grupo de investigacion esta inmerso en stide® del metabolismo
energético y oxidativo hepatico, asi como su imfti@ por distintas sustancias con
propiedades antioxidantes y/o antidiabéticas, cdecsilibinina, la metformina, las
glitazonas y el resveratrol. Realizamos esta imy&sibn mediante diversas técnicas, entre
las cuales destaca la técnica de perifusion déaselia cual fue inventada inicialmente por
los doctores Van der Meer y Tager de la Universiiadmsterdam en 19{8an der Meer
y Tager, 1976)y modificada posteriormente por Groen y Tager @31Groen y cols., 1983)
Precisamente, para llevar a cabo el estudio dadesnes metabdlicas directas de las dos
glitazonas actualmente disponibles en el mercadglifazona y rosiglitazona, usamos la
técnica de perifusion de hepatocitos, la Unicait@cde este tipo que existe en Espafia y
que fue instalada en nuestro laboratorio por e HBMir (EI-Mir y cols., 2004; Guigas y cols.,
2007) A este respecto, numerosos estudios han avatadoah utilidad de la técnica de
perifusion de células para el estudio del metatmaignergético y oxidativo hepatico y su
influencia por diferentes sustancias y medicamemtoagrve y cols., 1985, 1986, 1987; Argaud
y cols., 1991;1993)

Pioglitazona (PIO) y Rosiglitazona (ROSI) son dastidiabéticos orales
pertenecientes a la clase de las tiazolidindionghtazonas, que se utilizan ampliamente
en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 21@). Estos antidiabéticos ejercen su
principal accion hipoglucemiante a medio y largazpl de forma indirecta mediante la
activacion selectiva de los receptores nucleBRSRy, los cuales son muy abundantes en
el tejido adiposo pero no tanto en el higado y ésculo esquelético, principales tejidos
junto con el adiposo donde se manifiesta la rasitdea la insulina en este tipo de diabetes
(Cortés y cols., 2005)Por lo tanto, se ha propuesto que las glitazeeas capaces de actuar a
nivel hepatico y muscular, donde se ha demostrade @mmbién ejercen efectos
beneficiosos antidabéticos muy rapidos y en un ocopgeriodo de tiempo,
independientemente de la activacion de PPA&Brard, 2001., Brunmair y cols., 2001) Las
tiazolidinadionas tienen un papel fuertemente clotesto en el tratamiento de la DM2
como sensibilizadores a la accion de la insulipaogectores de la funcion de las célytas-
del pancreas, ademas ejercen muchos efectos bhesesicsobre las complicaciones
secundarias de la DM2, debido a sus propiedadesnfaimatorias y anti-oxidantes
(Stumwoll, 2003; Wyne, 2003) Dada la estrecha relacidon que existe entre eaboBsmo
energético y oxidativo, consideramos también quemgmrtante investigar los efectos
directos e independientes de la activacion de BPéR estas dos glitazonas sobre la
respiracion celular y diversos parametros de laitmmitocondrial.



Objetivo

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente y quénighdo es el 6érgano mas
importante en la regulaciéon del metabolismos proponemos los siguientes objetivos
para desarrollar este trabajo:

1. Investigar los efectos metabdlicos agudos y digede pioglitazona y rosiglitazona en
hepatocitos de rata perifundidos con distintosratess. Para ello habra que cumplir los

siguientes objetivos parciales:

1.1. Investigar el efecto de pioglitazona y rosiglona sobre el metabolismo
hepatico: la glucdlisis y la gluconeogénesis eratwgitos de rata en perifusion.

1.2. En caso de encontrar un efecto de estas dasaoglas sobre la glucdlisis o la
gluconeogeénesis, investigar el lugar de acciomuaaoa medicamentos.

2. Investigar los efectos anti-glucagoén de pioglitezy rosiglitazona en hepatocitos de
rata en perifusion.

3. Investigar los efectos de pioglitazona y rosigiitna sobre el metabolismo del
glucdgeno en hepatocitos de rata en perifusion.

4. Investigar los efectos de pioglitazona y rosighitaa sobre la funcidén mitocondrial:
4.1. Investigar los efectos de pioglitazona y risigona sobre la respiracion celular.

4.1. Investigar los efectos de pioglitazona ygilitsizona sobre el rendimiento de la
fosforilacion oxidativa en mitocondrias aisladashigados de ratas.

4.2. Investigar los efectos de pioglitazona y rosightaa sobre la produccion de
especies reactivas de oxigeno en mitocondriaglaside higados de ratas.

4.3. Investigar los efectos de pioglitazona y ritsigona sobre la actividad de los
complejos respiratorios I, Il y 11l en mitocondriasladas se higados de ratas.

5. Investigar la modulacion que ejercen pioglitazonasiglitazona sobre la apertura del
poro de transicion mitocondrial (PTP) en hepatacpermeabilizados y en mitocondrias
aisladas de higados de ratas.
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Introduccién: el higado

El Higado

1. Fisiologia del higad@cuyton Hall, 2001)

El higado es el rgano mas voluminoso del organiemel adulto tiene un peso
medio que oscila entre 1.200 y 1.500 gramos y septea alrededor de 1/15 del peso
total del cuerpo. Se diferencia de la mayoria deréstantes 6érganos en que su aporte
sanguineo es doble: la arteria hepatica suminsstngre procedente de la circulacion
general, mientras que la vena porta le envia satedieazo, del estbmago, del pancreas
y, sobre todo, del intestino, lo que le permiteliedos elementos nutritivos absorbidos
por este Ultimo antes de su paso a la circulacgiei@l. Toda la sangre que alcanza el
higado por esta doble vascularizacion se mezcldo®rsinusoides hepaticos y es
drenada por las venas centrilobulillares que caerer para formar la vena
suprahepaticerigura 1).

Figura 1. Vision general del higado y su vasculam@ion

L) Labulo
izguierdo
Arteria

hepatica

r ConductoJ’ v
‘esicula biliar colédoc: E1 porta

A nivel celular, el higado estda formado en su maparte por laminas de
hepatocitos, los cuales se anastomosan entreaididepspacios vasculares libres, de
forma heterogénea, denominados sinusoides. Emeddatos adyacentes, se encuentra
un pequefio espacio formado por una invaginacibnsae propias membranas
plasmaticas que constituye el canaliculo biliarekoual se forma la bilis primaria y
gue se vierte al conducto biliar.
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2. Las células hepaticas

2.1. El Hepatocito

Las células parenquimales hepéticas o hepatoatodas unidades funcionales
principales del higado. Son células poliédricag@e 30 pum de didmetro. Representan
alrededor del 65% de las células hepaticas y ocugzan el 80% del volumen
parenquimal. Presentan una polaridad muy marcdudaa que poseen una membrana
celular con tres regiones de distinta especificadatogica y funcional.

2.2. Otras Células Hepaticas

Las células hepaticas no parenquimales constitely8h% de la poblacion celular
del higado y se caracterizan por su baja actividatibdlica. Aparte de Iddroblastos
y de lascélulas ductulareslascélulas sinusoidalescupan el mayor volumen hepatico
de las células hepaticas no parenquimales. Latasé&inusoidales se pueden clasificar
en: células endoteliales, células de Kupffer, edlae Ito y células "Pit", encontrandose
en una proporcion de 44,4%; 33,3%; 10-25% y 5%e@smmente.

3. Funciones del Higado

Las funciones basicas del higado se pueden resamir

- detoxificacién de la sangre y eliminacion de facos y de hormonas, como la
tiroxina y las hormonas esteroideas

- sintesis de acidos biliares y excrecion de pidoshiliares

- metabolismo proteico, lipidico y de hidratos debono

- almacenamiento de vitaminas y de hierro, en fatmégerritina

- produccién de factores de coagulacion, comdehnfdbgeno o la protrombina

3.1. Metabolismo de los lipidos

Casi todas las células del organismo metabolizatipalos pero algunos aspectos
fundamentales del metabolismo de los lipidos tidongar en el higado. Las funciones
concretas del higado en el metabolismo de losd§psbn:

- B-oxidacion de los &cidos grasos para aportar eme@rgiros tejidos corporales

como el musculo esquelético y el corazén

- formacion de la mayor parte de las lipoproteinas

- biosintesis de grandes cantidades de colestesfblipidos y acidos grasos

- sintesis de grasas a partir de proteinas yditatbs de carbono
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De todas estas funciones, flaoxidacion hepatica de los acidos grasos puede
considerarse entre las mas importantes, debidamapmartancia para la gluconeogénesis
hepatica a partir del ATP que se genera en esteguo

3.2. Metabolismo de las proteinas

El organismo no puede prescindir de los sersidel higado en el metabolismo
de las proteinas durante mas de unos dias sincuems®as muy graves e incluso
mortales, al contrario de lo que ocurre con en elablismo glucidico vy lipidico. Las
funciones mas importantes del higado en el metholproteico son:

- desaminacion de los aminoacidos

- sintesis de urea para eliminar el amoniacosléduidos corporales

- sintesis de proteinas plasmaticas

- interconversion de los distintos aminoacidosntesis de otros compuestos a
partir de los aminoacidos

3.3. Metabolismo de los hidratos de carbono

En el metabolismo de los hidratos de carbono, ghdd realiza las siguientes
funciones:
almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno
conversion de galactosa y fructosa en glucosa
- gluconeogénesis
- sintesis de compuestos quimicos importantes ta plarlos intermediarios del
metabolismo de los hidratos de carbono

4. Organizaciéon y regulacion de las vias metabdéis de la glucosa

Los hidratos de carbono constituyen la principahte de energia para el hombre.
Los monosacaridos, sus productos digestivos finléggan al higado por la circulacién
portal para ser metabolizados en su mayor par8)6Aunque en todas las células del
organismo se producen algunas de las transformeximetabdlicas de los glucidos, el
higado es el 6rgano que controla mayoritariamemteomeostasis de la glucosa. Las
principales vias metabdlicas implicadas en el nwditgtho hepatico de la glucosa son la
glucdlisis y la gluconeogénesis.

4.1. Concepto de estado estacionario

Los seres vivos se caracterizan por mantener supasigoion interna
relativamente invariable a pesar del intercambittinao de nutrientes y energia con el
ambiente. Para describir el concepto de estadoi@staio, vamos a considerar una via
metabdlica simple que convierta un sustrato (AJuerproducto (E)Figura 2). En el

~T7 ~
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estado estacionari¢o estado estable metabdlico), el flujo a travesadvia metabdlica

(Jase) es constante y las velocidades de cada una dedasiones enzimaticas son
iguales, por lo tanto, las concentraciones de todgsintermediarios de la via
metabolica son también constantes, debido a quersen y se destruyen a igual
velocidad.

& & €3 €4

Figura 2. Esquema de una via metabdlica simple

En el estado estacionario, la velocidad de fornmacié B por la primera reacciom;f es igual a la
velocidad de su consumo por la segunda reaceidry (asi sucesivamente. Los flujos a través de las
distintas etapas de la via son igualbg¥e = Je; = Js, = Je3 =Jg4) y las concentraciones del sustrato,
del producto y de los intermediarios de la via smmstantes.

4.2. Metabolismo hepatico

El higado es el dérgano principal que interviene eknmantenimiento de la
homeostasis de la glucosa, mediante su liberacide @rculacion sanguinea o su
captacion y posterior almacenamiento. Este eqiglibntre el uso y la sintesis de la
glucosa esta controlado sutilmente por multitudag¢ores, entre los que destacan, las
concentraciones de sustratos y productos de léistdss vias metabdlicas asi como la
situacion hormonal y nutritiva del organisrue, 2001) En el periodo post-prandial,
cuando hay comida en exceso, el higado almacegladasa en forma de glucogeno,
principalmente por via indirecta, 1o que requiaregnversion previa en compuestos de
3 carbonos (lactato, piruvato,.(Radziuk y Pye, 2001) Puede también, eventualmente,
convertir la glucosa en acidos grasos por la viedipogénesis “de novoHellerstein y
cols., 1996) En periodos de ayuno, el higado produce glucosakfin de mantener la
glucemia y su deposito en los tejidos extrahepstiem particular, los que utilizan
exclusivamente la glucosa como sustrato oxidatetin@, globulos rojos...). La glucosa
liberada por el higado puede provenir de dos fgediferentes: de la glucogenolisis y
de la gluconeogénesis a partir de precursoresuniditos.

La glucdlisis ocurre en el citosol de todas fdulas mientras que la
gluconeogénesis tiene lugar, exclusivamente erigaldb y la corteza renal, los dos
anicos tejidos que poseen la maquinaria enzimatgzesaria para este proceso. Sin
embargo, se ha demostrado que la enzima glucossf#tdsa también esta presente en
el intestino delgado, lo que hace de este tejiddewrer sitio gluconeogénico posible
(Croset y cols., 2001)Como las reservas de glucogeno hepatico somalilas (alrededor
de 75 g en el hombre adulto sano), la contribucghativa de la gluconeogénesis a la
produccion hepatica de glucosa aumenta durantgueloa En condiciones fisioldgicas

~8~
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normales (excepto ayuno prolongado) el higado byt al flujo gluconeogénico total
en mayor proporcion que la corteza re(@rich y cols. 2001) Al contrario de la
glucdlisis, que permite generar de 2 a 3 moléaddaTP por hexosa oxidada segun la
procedencia de los carbonos (glucosa o glucégepecévamente), la gluconeogénesis
es un proceso consumidor de energia. En situaaoaydno, la mayor parte de la
energia necesaria para esta via endergonica praleedke oxidacion hepética de los
acidos grasos por medio deflaxidacion mitocondrial.

4.3. Organizacidbn y regulacion de las vias metabéiis de glucdlisis y
gluconeogénesis

Las vias metabdlicas de la glucdlisis y de la gheoménesis constituyen redes
enzimaticas complejasigura 3) que no pueden disociarse porque poseen varipaseta
comunes reversibles préoximas al equilibrio. Lartaeion del flujo metabdlico entre la
glucdlisis y la gluconeogénesis depende de lasn&wique constituyen las etapas
claves del control de la via, ya que catalizan adieaes opuestas y alejadas del
equilibrio termodinamico. Por tanto, un flujo néiEne lugar cuando el resultado de los
flujos a través de las etapas claves de la vialitica o gluconeogénica no es nulo. La
existencia de ciclos metabdlicos constituye uresist gracias al cual la velocidad y la
direccion de los flujos pueden modularse por vaias muy finas de la concentracion
de los distintos efectores de una o varias enzideh<ciclo y/o por modificaciones
covalentes de éstas. Este sistema de regulaciguolainconlleva un coste energético,
consecuencia del mantenimiento de una elevadaigalbde reciclaje a través de estos
bucles metabdlicos
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Figura 3. Integracion del metabolismo global en laélula

ATP: adenosina-5'-trifosfato; CoA: coenzima A;,C@ioxido de carbono; FAD} flavina adenina dinucleétido
reducido; Glucosa-6-P: glucosa-6-fosfato; NADF)Hhicotinamida adenina dinucledtido reducido; NADR™):
nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato reduci@éA: oxalacetato

Tres bucles metabdlicos se localizan a distintogeles de la via de la
GNGl/glucdlisis: el bucle de la glucosa-6-fosfat@®B}- glucosa, llamado “ciclo de las
glucosas”; el bucle de la fructosa-6-fosfato (FéPfructosa-1,6-bifosfato (F1,6bP),

llamado “ciclo de las fructosas” y el bucle delf@@nolpiruvato (PEP) - piruvai@igura
4).

Cada uno de estos ciclos constituye una etapabde@simultiples regulaciones y

desempefia un papel determinante en el control tks etos vias metabdlicas
indisociables.

~10 ~
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Olucosa
CICLO DE LAS ” "\
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Figura 4. Ciclos metabdlicos de la via glucolitica gluconeogénica

F6P: fructosa 6-fosfato; F2,6bP: fructosa 2,6-i#fts F1,6bPasa: fructosa 1,6-bifosfatasa; F2,6mPas
fructosa 2,6-bifosfatasa; GK: glucoquinasa; G6Pghacosa 6-fosfatasa; G6P: glucosa 6-fosfato; OAA:
oxalacetato; PC: piruvato carboxilasa; PEP: fodft@ruvato; PEPCK: fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa; PFK-1: fosfofructoquinasa-1; PFKe2fofructoquinasa-2; PK: piruvato quinasa.

Para aumentar aun mas la complejidad, algunos slentermediarios de la
GNG/glucdlisis son comunes con otras vias metaldistintas y algunas de las
enzimas claves se localizan también en compartosembtracelulares distintos
(reticulo endoplasmico, nucleo, mitocondria) cooppedades y/o regulaciones muy
particulares. Ademas, en el higado existen difeeenbnas metabdlicas, de modo que la
distribucion cuantitativa de las enzimas de las di@s varia segun la localizacion
proximal o distal de las células a lo largo ded epascular hepatic@ungermann y
Kietzmann, 1996)
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Introduccién: el higado

4.3.1. El cruce de la glucosa 6-fosfato v el ciclo G6P&Bka

El ciclo de las “glucosas” no se trata de un buwoiabdlico exclusivo de la via
de la GNG/glucdlisis ya que la G6P se sitla eorete de otras vias metabdlicas
importantes, como la via de las pentosas fosfatgsa 5). Por tanto, la concentracion
de este metabolito no se controla Unicamente pactavidad de las dos enzimas
“espejos” del ciclo sino también por la velocidalds otras reacciones que lo utilizan
o lo producen.

_ [Smssa]

G F1P, Citio. ATP. Pl 4z amg - [(=Y=iutoda [cone. ste)
Lefl Cod, PIZASTR, Glucoss jcon: (=) | GEPasa -Ia!
Lm;- I ]O \ / 1 susosa FiP

Via de las Pentosas — ie—— G6P < G1F Glucdgeno
{ St

Figura 5. El cruce de la glucosa 6-fosfato y los micipalesefectores del ciclo de las "glucosas”

Ac. arag.: acido araquidénico; ATP: adenosina sfdito;a-CG: a-cetoglutarato; F1P: fructosa 1-fosfato;
F6P: fructosa 6-fosfato; GK: glucoquinasa; G6Pgbacosa 6-fosfatasa; G1P: glucosa 1-fosfato; G6P:
glucosa 6-fosfato; GP: glucogeno fosforilasa; GBc@geno sintasa; Pi: fosfato inorganico; PI3,4,5TP
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato; UDP-Glc: urida difosfato glucosa.

Delimitaremos nuestro enfoque al cuadro estrictdad&NG/glucdlisis y a la
regulacion de las dos enzimas constitutivas ddb d@6P-glucosa, la glucoquinasa
(GK) y la glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa).

Glucoquinasa

La GK hepatica constituye la primera enzima ddudadisis. De la familia de las
hexoquinasas (hexoquinasa IV), esta enzima cathliZasforilacion de la glucosa a
G6P y posee caracteristicas cinéticas particulafdscontrario que los otros tipos de
hexoquinasas, la GK posee una &evada para la glucosa (~10-12 mM) y no se inhibe
directamente a concentracion fisioldgica por supeto, la G6P (K= 60 mM)(Printz y
cols. 1993) En el control de la actividad de la GK interviemea proteina reguladora
denominada GKRP (glucokinase regulatory prot@fahdercammen y Van Schaftingen,
1990) En presencia de concentraciones bajas de glu@séinldad de la GKRP por la
GK es alta y su unién provoca la inactivacion d&k Al contrario, un aumento en la
concentracion de glucosa disminuye la afinidad H&B por la GK, lo que permite que
la GK libre pueda iniciar la via glucolitica possforilacion de la glucos@gius, 1998)

~ 12 ~



Introduccién: el higado

Glucosa 6-fosfatasa

La G6Pasa posee multiples funciones, pero pritmograte cataliza la reaccion de
la hidrélisis de la G6P en glucosa y Wioster y Nordlie, 2002) Se localiza
intracelularmente en la cara luminal del reticuldaplasmicqVvan Schaftingen y Gerin,
2002)

Los trabajos realizadosn' vitro” en microsomas aislados demostraron que la
G6Pasa puede inhibirse por distintos metabolitasocel a-cetoglutarato ¢-CG), la
F1P, el citrato, el acido araquiddnico o algundsrés de acil CoA. La insulina ejerce
un efecto inhibidar probablemente por medio del fosfatidilinositol ,S:#&ifosfato
(P13,4,5TP), mientras que el glucagén eventualmémntactiva. También ejercen un
efecto inhibidor el ATP, el Pi y su producto, lagbsa, aunque las #e la enzima para
su producto es superior a las concentracionesdigaas ‘in vivo” (Nordlie, 1976; Arion y
cols., 1972)

4.3.2. Elciclo F1,6bP-F6P y la enzima bifuncional

La fructosa 1,6-bifosfatasa (F1,6bPasa) y la fosttoquinasa-1 (PFK-1)
componen el ciclo de las “fructosas”. Sin embarlgoenzima bifuncional (fructosa 2,6-
bifosfatasa y fosfofructoquinasa-2) es la princigguladora de este bucle metabdlico.
La enzima bifuncional se caracteriza porque catatios reacciones opuestas que
permiten controlar la concentracion de la fruct@gabifosfato (F2,6bP), el principal
efector alostérico de las dos enzimas F1,6bfPB$&K-1(Figura 6).

Fosforilacion, ADP-rbosilacion e

e F&P, F2 6bP, G3P, Pi
ADF, PEF, Citrato, G3F, F2,6bF

Fosforilacion, G2F [conc. saturante)

P.AMP,Pi, F15bP() (© ATP, Citrato, PEP, G3P

F1.8bP, AMP, Pi

Citrato, Histidina {5 Cat monmalentes

Figura 6. El ciclo de las "fructosas" y sus princifales efectores

ATP: adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosf#thP: adenosina monofosfato; F1,6bPasa: fructosa
1,6-bifosfatasa; F2,6bPasa: fructosa 2,6-bifosfatds$6P: fructosa 6-fosfato; F1,6bP: fructosa 1,6-
bifosfato; F2,6bP: fructosa 2,6-bifosfato; G3Preibl 3-fosfato; PFK-1: fosfofructoquinasa-1; PFK-2
fosfofructoquinasa-2; PEP: fosfoenolpiruvato; Bsfato inorganico.
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Fosfofructoquinasa-1

La fosfofructoquinasa de tipo 1 (PFK-1) constituye de las enzimas claves de
la glucdlisis ya que cataliza la fosforilacion deH6P en F1,6bP. La PFK-1 parece ser
exclusivamente citosolica y presenta una cinéteciipb sigmoide con un S0.5 proximo
a 50 uM para la F6P. Se regula alostéricamente por vasfestores: es inhibida
principalmente por el ATP, pero también por elatdr el PEP y el G3P; sus efectores
positivos son la F2,6bP, el AMP y el Pi, estosmiits actian de forma sinérgica con el
sustrato de la reaccién, la FBRe L, 1981) Los cationes monovalentes como el potasio
(K") o el amonio (NF") activan también a la enzima y disminuyen la iididn
alostérica inducida por el AT@tto y cols., 1976)

Fructosa 1,6-bifosfatasa

La fructosa 1,6-bifosfatasa hepatica (F1,6bPasaures enzima clave en la
gluconeogénesis, al catalizar la conversion irsblr de F1,6bP en F6P y en Pi.
Presenta una cinética michaeliana con upgkoxima a 5uM para su sustrato y una
localizacion intracelular perinucle@saez y cols., 1996)Los principales factores que
intervienen en el control de su actividad son lascentraciones de sus principales
inhibidores: el AMP y la F2,6bP que actian de fosingrgica, sus productos, asi como
Su sustrato, pero éste ultimo solamente a conoémies suprafisiologicasiue L, 1981)
Los raros activadores identificados de la F1,6bBasal citrato y la histidina.

Enzima bifuncional (PFK-2/F2,6bPasa)
Como se ha mencionado anteriormente, la regulaigbeiclo de las “fructosas”
se basa esencialmente en la F2,6bP, un efectotémdos cuya concentracion
intracelular se controla sutilmente por la enzinfianzional PFK-2/F2,6bPasa.

Esta enzima puede ser fosforilada en el residuaaseor la proteina quinasa A
(PKA) (proteina quinasa dependiente del AMPc) le gfecta a la actividad de sus dos
dominios cataliticos: quinasa y bifosfat@Bikis y cols., 1995) Esta fosforilacion induce
una inhibicion de la PFK-2 acompafada de una attmade la F2,6bPasa. Esta doble
accion produce una disminucion de la concentradeia F2,6bP, el efector alésterico
principal de este bucle enzimatico. La enzima lwiomal puede también ser regulada
por ADP-ribosilacion en el residuo arginina, lo dgongide su fosforilacion y se traduce
en una disminucion de la actividad de la PFiiland y Pilkis, 1995).

De manera individual, la actividad de la PFK-2irgsbida por sus dos productos,
la F2,6bP y el ADP, asi como por el citrato, el BEBI glicerol 3-fosfato (G3P) y
activada por el AMRvan Schaftingen y cols., 1981)Por otro lado, la F2,6bPasa es inhibida
por el producto (F6P) y el sustrato (F2,6bP) deteccion que cataliz&an Schaftingen
y cols., 1982)y por el fosfato inorganico (Pi) y el glicerol-3ffmo (G3P), aunque estos
dos Ultimos efectores inhiben a concentraciorolfigica y activan a concentracion
saturantdéStewart y cols., 1985)
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4.3.3. El cruce del piruvato v el ciclo PEP-Pitava

El ciclo PEP-Piruvato, al igual que el de las “gls@s”, no se limita Unicamente a
la via de la GNG/glucdlisis. En concreto, el pitavademas de su carboxilacién en
oxalacetato por la piruvato carboxilasa (PC), tamlguede sufrir una descarboxilacion
oxidativa en acetil CoA por la piruvato deshidroggan (PDH), puede ser transaminado
en alanina por la alanina aminotransferasa (AATeducido a lactato por la lactato
deshidrogenasa (LDH), todo ello en funcion del poe redox celular.

El ciclo PEP-piruvato se puede reducir a tres lieaes distintagFigura 7): la
formacion de piruvato la cataliza la piruvato qem#PK), mientras que la produccion
de PEP comprende dos reacciones, catalizadas pwrulaato carboxilasa (PC) y la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). Esteocinktabolico posee la peculiaridad
de su compartimentacion (en la rata, la PK y la®G#Bon citosolicas mientras que la
PC es exclusivamente mitocondrial), por lo tantepeahde también de los
transportadores de piruvato y de malato.

_ PEP

{-Iann fnrrn:-u-é] r ) I PEPCHK | \
K E‘::l Fosforilacion, A TP, eminokeidos
o [PK | 5 |Fiee

o ) LPE ]
Acetileod , aum. ATFADP :.|;.-.

‘Alanina«@ % PIR <[ Lactato
(Fon]
¥

Acetil CoA

Figura 7. El ciclo PEP-Piruvato y los principales fectores enzimaticos

AAT: alanina aminotransferasa; ATP: adenosina d¢fdto; ADP: adenosina difosfato; F1,6bP: fructosa
1,6-bifosfato; LDH: lactato deshidrogenasa; OAAalacetato; PC: piruvato carboxilasa; PDH: piruvato
deshidrogenasa; PEP: fosfoenolpiruvato; PEPCK: ofosflpiruvato carboxiquinasa; PK: piruvato
quinasa.

Piruvato quinasa
La L-Piruvato quinasa es la isoforma hepatica détima enzima de la glucdlisis,
muy importante en el control de esta ruta. Catd¢izaaccion unidireccional que lleva a
la formacién de piruvato y de ATP (por fosforilatioxidativa a nivel de sustrato) a
partir de PEP y ADP. La PK constituye un clasigamplo de enzima alostérica por
excelencia. Esta enzima presenta una cinéticapdestgmoide y su actividad, por su
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elevado S0.5 para el PEP (superior a 1 mM), depessteechamente de la
concentracion de éste. La enzima, cuya accion esgula presencia de cationes
monovalentes, se activa principalmente por la Fl,§bse inhibe por uno de sus
productos, el ATP, asi como por el acetil CoA ydoglos grasos de cadena laigae

L, 1981).

Es la dnica enzima del ciclo PEP-Piruvato quedpuser fosforilada: su
fosforilacion en un residuo serina por la quinaspethdiente del AMPc (PKA) la
inhibe, disminuyendo su afinidad por sus prin@patfectores positivos, el PEP y la
F1,6bP(Engstrom L, 1978)

Piruvato carboxilasa
La piruvato carboxilasa (PC) y la PEPCK constituyas dos enzimas de la
primera etapa de la gluconeogénesis a partir deVgtio oponiéndose a la PK. En el
hombre, como en la rata, la localizacion de la B@elusivamente mitocondrial y la
enzima que requiere la presencia de la coenzimanédjodespués del transporte
intramitocondrial del piruvato, cataliza la reaccigxergonica de conversion de éste en
oxalacetato (OAA]Jitrapakdee y Wallace, 1999)

La enzima posee unaKpara el piruvato proxima a las concentraciones
fisiologicas (0,14 mM), por lo que su actividad eege estrechamente de la
concentracion de su sustrgtae L, 1981) Esta regulada también por efectores, que en
su mayoria poseen efectos opuestos sobre la PD&tti8a por el acetil CoA y por una
alta relacion ATP/ADP. Al contrario, el glutamat®su efector negativo mas potente.

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) catal&reaccion exergonica que
lleva a la sintesis del PEP a partir del OAA y @dIP. Se considera generalmente
como la segunda enzima de la gluconeogénesiseBsiaa esta distribuida de manera
relativamente equiparable entre el compartimentoséiico y el mitocondrial en el
hombre, mientras que su localizacion en la ratamagoritariamente citosoOliqaardy y
Hughes, 1984)

Como su Km es proxima a las concentraciones irtriaces de OAA (del orden
de micromolar), su actividad esta principalmentetrmdada por la disponibilidad de su
sustratgHue, 1981)y puede verse influida por el estado redox degtapos tioles de la
proteina y por la presencia de algunos iones fesrastivadore@.ardy y Hughes, 1984)
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5. Control integrado de la gluconeogénesis

La gluconeogénesis hepética se controla por elrgsimg y la disponibilidad de
sustratos formadores de glucosa, por la glucosaesgsel producto final, por el estado
hormonal del organismo y finalmente, por el estagergético celular.

5.1. Control de la gluconeogénesis por la glucosa

Estudios sobre hepatocitos aislados han demostgago la glucosa a unas
concentraciones poco elevadas, entre 2 y 5 mMnektila gluconeogénesis a partir del
glicerol, acelerando la reoxidacion de los equivae reducidos por medio de la
lanzadera G3P-DHAP y a partir del lactato+piruvatamentando el flujo a través de la
PC y de la PEPCHRigoulet y cols., 1987) Por el contrario, a partir de concentraciones
superiores o iguales a 10 mM, la gluconeogénesizhdge por su producto final, lo que
se explica por la acumulacion progresiva de F2,60f y cols., 1984)

5.2. Control de la gluconeogénesis por las hormos@ancreaticas

La gluconeogénesis se regula por las hormonas grticas que actuan por medio
de una modulacion de la concentracién intracekhaAMPC.

En situacion de ayuno, el glucagén estimula laajieogénesis por una cascada
de fosforilaciébn dependiente del AMPc. De formabglose asume que la accion del
glucagén implica una inactivacion de la PK y dePlgK-2 y una activacion de la
F2,6bPasa(Pilkis y cols., 1988; Jiang y Zhang, 2003)De este modo el glucagon disminuye
el nivel celular de F2,6bP inhibiendo la glucdligiactivando la gluconeogénesis. Hay
gue destacar que el control de la gluconeogénesislglucagon difiere en funcién de
los sustratos. Cuando se utiliza como precurstaicghto+piruvato la mayor parte del
control se efectla a través de la @@en y cols., 1983) El Prof. Leverve demostr6 que
en presencia de DHA como sustrato, las enzimasidel PEP-Piruvato tienen poco
efecto en el control de la gluconeogénesis y qudisi@ibucion del control se efectia
entonces entre el ciclo de las "fructosas" y dédasosas{ichai y cols., 2001)

La insulina, inhibe clasicamente la gluconeogénpsr un efecto antagonico al
glucagon a nivel del AMPc, impidiendo asi la ineation de la PK y de la PFK-2 y la
activacion de la F2,6bPasa, acciones estimuladaslpglucagdn(Pilkis y cols.,1988;
Barthel y Schmoll, 2003. Asi, la insulina aumenta la concentracion del efeatostérico
F2,6bP.
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5.3. Control de la gluconeogénesis por el metab&ino energético

Los metabolismos energéticos y glucidicos estéreammente vinculados por
las modificaciones de las relaciones ATP/ADP y NARAD" citosolicas.

Generalmente, el ATP y el AMP actian en sentidceesfiu EI ATP estimula la
gluconeogénesis por un aumento de la relacion ADP/Aa nivel de la PC y/o por una
inhibicion de la PK. Mientras que el ADP la inhilaetuando como un efector positivo
de las dos fosfofructoquinasas (PFK-1 y PFKN2sholme y Leech, 1983)

Las variaciones del potencial redox celular, quéaducen en una modificacion
de la relacion NADH/NAD citosdlico, también regulan la gluconeogénesisnags de
dos enzimas: la gliceraldehido 3-fosfato deshidraga (G3PDH) (cataliza la
conversion de G3PDH en 1,3-bisfosfoglicerato) ypiauvato carboxilasa (PC). La
relacion de la concentracién de NADH y el NARIetermina la orientacion del flujo a
través de G3PDH porque esta enzima funciona enig@onds cercanas al equilibrio.
Ademas, un aumento del potencial redox puede tamdmévar el flujo a traves de la
PC, ya que el piruvato y el oxalacetato intervieaprel transporte de los equivalentes
reducidos entre el citosol y la mitocondria.

Por altimo, el citrato y el acetil CoA establecenvinculo entre el ciclo de Krebs
y la gluconeogénesis mediante una activacion dguleoneogénesis. Sus acciones son
complementarias: el citrato actia sobre el cicldage“fructosas” inhibiendo las dos
fosfofructoquinasas (PFK-1 y PFK-2) y el acetil Ceferce su accion sobre el ciclo
PEP/piruvato, estimulando la P@ue L, 1981)

6. Control transcripcional de la gluconeogénesis

En términos de fisiologia integrada, la reguladi@mscripcional constituye una
parte crucial del control de la glucdlisis y deglaconeogénesis. El estado nutricional
del organismo asi como algunas hormonas (la iresuliel glucagén o los
glucocorticoides) producen una modificacién sigumifiva del contenido hepatico en
enzimas glucoliticas y gluconeogénicas a largaglanediante modificaciones post-
transcripcionales. Actualmente se asume que tindmede ayuno prolongado induce
la expresidn de las principales enzimas de laoglecgénesis (PEPCK, PC y G6Pasa) y
disminuye aquella de las enzimas glucoliticas (BRK-2 y PK)(Pilkis y Granner, 1992)
Por dltimo, la insulina y el glucagén ejercen afecantagdnicos sobre el nivel de
expresion de algunos genes: la insulina inducexpaesion de la PK y de la GK y
reprime la de la PEPCK y la de la G6P#&sathel y Schmoll, 2003),mientras que el
glucagéon y el AMPc funcionan de forma opuesta ankulina disminuyendo la
expresion de la PK y de la GK y sobrexpresandod@aSdNordlie y cols., 1999)
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LA MITOCONDRIA

1. La mitocondria: descubrimiento y estructura

Kolliker inicio, hace casi 150 afos, las primemagestigaciones cientificas sobre
la mitocondria describiendo la morfologia de estaganulos en el tejido muscular. El
descubrimiento de Eugene Kennedy y Albert Lehniregefl948 de que la mitocondria
es el sitio donde se realiza la fosforilacion o#ita en los organismos eucariotas,
marco el inicio de la fase moderna de los estudaise la transferencia de energia
bioldgica. Los estudios sobre la mitocondria se Viato recompensados gracias a la
atribucion de varios premios Nobel: en primer lugalPeter Mitchel en 1978 por su
teoria quimio-osmatica y después a Boyer y Walkergh estudio de la estructura y el
funcionamiento de la ATP sintasa.

Las mitocondrias son organelas intracelulares situadas en el egam de las
células eucariotas. EI nimero de mitocondrias ptula@ varia segun el tipo celular. Sea
cual sea su forma, la mitocondria presenta unaasdtructura estandar: tiene dos
membranas que determinan dos cavidades. La membriéoeondrialexterna separa
el espacio intermembranoso del citosol. La membraitacondrialinterna separa la
matriz mitocondrial del espacio intermembranoso.

La membranainterna delimita una cavidad central, llamada matriz notatrial,
que contiene las enzimas del ciclo de Krebs y @edsidacion de los acidos grasos y el
genoma mitocondrial. En algunas zonas el espat¢eniembranoso no existe, son
puntos de contacto entre las dos membranas. La rmaamlnterna se distingue por
tener numerosos repliegues, las crestas mitocdeslrigue aumentan de manera
considerable su superficie. Ademas, posee una midpoimportante de cardiolipidos
(20% de los lipidos totales de esta membrana) loales le confieren una
impermeabilidad importante frente a los iones, d@ena que todos los intercambios se
realizan mediante transportadores especificoslpamaetabolitos. Esta membrana es el
punto donde tiene lugar l&osforilacion oxidativa, ya que contiene los cuatro
complejos de la cadena de transporte de elect{engsla ATP sintasa.

Al contrario de la membrana interna, taembrana externa no presenta
repliegues y contiene en gran abundancia una peogsipecial conocida como la porina
0 Voltage-Dependant Anion Channel (VDAC). Las pasirforman grandes canales
anclados en la bicapa lipidica que permiten el mhsdodas las moléculas con peso
molecular inferior a 5 kDa.
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Aunque esté rodeada de una doble barrera, la midoieomantiene relaciones
funcionales con otros componentes celulares comocitlplasma, el reticulo
endoplasmico, el citoesqueleto o el nucleo.

membrana externa
membrana interna

matriz

matriz

respiratoria

Figura 8. Estructura y ultraestructura, por microscopia electrénica, de la mitocondria

2. La fosforilacion oxidativa

La fosforilacion oxidativa consiste en la oxidaci@e los equivalentes de
reduccion acoplada a la sintesis de ATP a partkIe. Los equivalentes de reduccion
(NADH, FADH,) obtenidos por descarboxilacion del piruvaiegxidacion de acidos
grasos o en el ciclo de Krebs, se oxidan por lasreas de la cadena respiratoria de
transferencia de electrones con la consiguientencliin de energia. Dicha energia se
utilizara para bombear protones ‘fHhacia el exterior de la matriz mitocondrial
constituyendo asi un gradiente dé die se utiliza para la sintesis de ATP a partir de
ADP, mediante el complejo enzimatico ATP-sintagar(glejo V).

2.1. La cadena respiratoria

La cadena respiratoria es una estructura multigeoteuya naturaleza se ha
determinado principalmente por 3 métodos: la @dian de inhibidores, el estudio de
estados respiratorios estacionarios definidos pitoB ChanceChance y cols., 1956y el
aislamiento de los diferentes complejos que latdogsn.
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Consta de I&ATP sintasay decuatro complejostransportadores de electrones
formados por alrededor de cincuenta polipéptidoadaCuno de estos complejos
contiene agrupamientos prostéticos involucradosrenserie de reacciones de oxido-
reduccion. Los pares redox son Unicamente trarespumgs de electrones (como
Fe'/Fe y Cu'/Cu™), o transportadores de electrones y de protorsesl(easo de las
flavinas y ddas quinonas).

En la mayoria de los organismos, tres de los cqowplie la cadena respiratoria
son sitios de acoplamiento donde la transferenei&ldctrones esta asociada a una
expulsién de protones desde la matriz mitocondh@aiia el espacio intermembranoso
(complejo I, lll, 1IV). La energia que lleva esteadiente se emplea por el complejo V
para la sintesis de ATP.

Garrett & Grisham: Bioshe mistry, 2/e
Figure 21.30
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Figura 9. Esquema de la cadena respiratoria y de lATP-sintasa

ATP: adenosina-5'-trifosfato; Cyt C: citocromo ¢;edectron; H: proton; HO,: agua; NADH: nicotinamida adenina
dinucledtido reducido; © oxigeno; P fosfato inorganico; UQ: ubiquinona

Inhibidores complejo |: amtial, demerol, mercurials, ptericidina, rotenoimuibidores complejo II: carboxina,
thenoyltrifluoroacetonajnhidores complejo 1ll: antimicina A; inhibidores complejo 1V: azida; cianuro; CO:
monoéxido de carbonojnhidores ATP-sintasa (-asa): DCCD: N,N'-diciclohexilcarbodiimida, oligomicina;
desacopladoresDNP: 2.4-dinitrofenol; dicumarol; FFCP (carbonilaryda p-trifluorometoxi-fenilhidrazona)
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2.1.1. El complejo I: NADH - ubiquinona oxidorredasa

Es el complejo de la cadena respiratoria que ezatdlh primera etapa de
transferencia de electrones, cediendo dos electrdesde el NADH a la ubiquinona,
acoplada a una transferencia vectorial de protdh€¥ a través de la membrana
mitocondrial interngSchutltz y cols., 2001; Weiss y cols., 1991 sta generalmente admitido
que la estequiometria del acoplamiento entre festeaencia de electrones y el flujo de
protones seria igual a 2" dxpulsados por electron, por lo tanto, 4pdr molécula de
NADH oxidado.

La transferencia de electrones a la quinona ehthida por diferentes moléculas
como el amital, la rotenona y la piericidifmggli Esposti 1998, Ino y cols., 2003)

2.1.2. El complejo |l: succinato - ubiquinona axickductasa

Este complejo estd compuesto de cuatro sub-unigeidesscagLancaster 2002)

- dos subunidades hidréfilas que contienen el siidijdcion de acidos
dicarboxilicos

- dos subunidades hidrofobas ancladas a la membréaeaondrial
interna, que contienen el citocromo b y el sitio fgacion a la
ubiquinona

La succinato-ubiquinona oxidorreductasa catalizee¢xidacion del succinato en
fumarato, que se traduce en la transformacion deHpfen FAD y como consecuencia,
dos electrones se transfieren asi al complejddmnplejo 11l) por medio de upool de
ubiquinona que difunde al interior de la fase lipgdde la membrana mitocondrial
interna. Esta transferencia de electrones no estéiaala a la expulsidn de protones
(Ohnishi y cols., 2000; Hederstedt 2003a, 2003b)

2.1.3. El complejo llI: complejo hgubiquinol - citocromo ¢ reductasa)

Distintos sistemas permiten la reduccion de lasapas: los complejos |, 1l 'y
también dos deshidrogenasas d¢}glicerofosfato deshidrogenasa y una flavoproteina
implicada en Ig3-oxidacion de los acidos grasos). Las quinonascidds en quinoles
constituyen urpool de coenzimas libres en la fase lipidica de la ntan@mitocondrial
interna y juegan un importante papel como lanzadeéealos equivalentes de reduccion
entre todos estos complejos proteicos membranoselscpmplejo bg Este ultimo
complejo, permite una transferencia de electrones aegundo transportador movil
situado en el espacio intermembranoso: el citocramque transporta los electrones
hasta el complejo IV de la cadena respiratoriaufeproceso asociado a una expulsion
de protones, lo que hace del compleja bt segundo sitio de acoplamiento entre

~ 22 ~



Introduccioén: la mitocondria

transferencia de’ g bombeo de H La transferencia de electrones por este compkejo
inhibe por el mixotiazol y la antimicina

2.1.4. El complejo IV: citocromo ¢ oxidasa (citoero ag)

Este complejo cataliza la ultima reaccion de oxieldccion de la fosforilacion
oxidativa. El complejo IV oxida al citocromo c yslelectrones se transfieren al oxigeno
que es el ultimo aceptor dede la cadena respiratoria. Al contrario que ladferencia
de e que tiene lugar en los complejos | y lll, la td@mencia de electrones del
citocromo c al oxigeno es irreversible. El oxigeacibe los ey se transforma en agua.
En esto consiste el consumo de oxigel@) en la respiracion. Esta es una reaccion
muy exotérmica y la energia liberada se emplealpargpulsion de Hhacia el espacio
intermembranos@wikstrom, 2004).

10,4+ 2H* + 28 0, H,0

2.1.5. El complejo V: §Fi-ATP sintasa

Las ATP sintasas (ATPasa) estan presentes en lasbnaweas transductoras de
energia, como las membranas de mitocondrias, d®ptéstos y también en la
membrana plasmatica de los procariotas. Recientem&mbién se han localizado
sobre las membranas plasmaticas de numerosasscétolmo los hepatocitos y los
adipocitos. Aunque en esta localizacion las ATPgsaiecen tener una modesta
actividad sintetizadora de ATP, juegan un papel nmgortante en la sefalizacion
celular y limitan la acumulacién de gotitas delicgridos intracitosolicogArakaki y
cols,, 2007)

Este complejo esta constituido por 3 dominios iet: un dominio hidrosoluble
F1 que contiene los sitios cataliticos, un dominjaneémbranoso que forma el canal de
protones y un dominio que permite el anclaje deaFla membrana. EI dominio
membranoso §~es un oligdbmero de subunidadegue giran cuando se produce el paso
de protones del espacio intermembranoso a la mé&iridominio k fue purificado en
1961 por Racketracker, 1961)y esta constituido por 5 subunidades diferenigfyds.
Las subunidades y  contienen los sitios de fijacion de los nuclediddenilicos y los
sitios cataliticos estan situados en cada unasdeulaunidadef.

La RF-ATP sintasa asocia el bombeo de protones desdeesphcio
transmembranario hasta la matriz mitocondrial aiféesis de ATP a partir del ADP.
Este complejo permite convertir el gradiente etapifmico de protones en una energia
quimica transportada por las moléculas de ATPra&8a de un mecanismo reversible.
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Numerosas moléculas fisioldgicas o artificialeiantsobre la ATPasa. Lo mas
frecuente suele ser que se trate de moléculaddoinés como la oligomicina, que actlua
sobre la actividad de la sub-unidag(ffong y Pedersen, 2008)

2.2. Lateoria quimio-osmoética de Mitchell

En 1961, Peter Mitchell propuso una teoria denoda@n@oria quimio-osmatica
que ha resultado ser la mas adecuada para expligapceso de transducciéon de la
energia en la mitocondri&itchel, 1961). Las bases de esta teoria se pueden resumir en
tres postulados:

- La membrana mitocondrial interna posee una wcthddad débil para la
mayoria de las sustancias cargadas y es muy potealele a los protones.

- Los complejos de la cadena respiratoria est&pudstos de manera
asimétrica en la membrana interna, constituyendioades individuales que
asocian la transferencia de electrones a una eapuisientada de protones
haciendo el espacio intermembranoso. Asi permitestablecimiento de un
gradiente electroquimico de protones entre las cdwas de la membrana
mitocondrial interna.

- La diferencia de potencial entre las dos fase®sas de una y otra parte de
la membrana mitocondrial interna es el Unico intsdi@rio energético entre
los distintos sistemas transformadores de energs&ructuralmente
independientes. Proporciona la energia necesat@s dransportes activos
secundarios y a la sintesis de ATP.

La oxidacion de los equivalentes reducidos (NAD#&I JADH,) por el oxigeno, a
nivel de la cadena respiratoria, esta acopladaaatransferencia vectorial de protones
desde la matriz hacia el espacio intermembranosoergedo un gradiente
electroquimico de protones, que se descomponeadiferencia de potencial eléctrico
transmembranosoA() y en un gradiente de pH\gH) entre un lado y otro de la
membrana mitocondrial interna. El gradiente elegtfimico de protones, normalmente
expresado en término de fuerza proton motk), constituye una fuerza que empuja
los protones para volver a entrar a la matriz roiodcial. Cuando los protones regresan
a la matriz mitocondrial, a través de la subunigadsmembranosg e la ATPasa, la
energia que liberan se utiliza para la sintesisAd@®@ por parte de la subunidad
hidrosoluble - de la ATPasa.
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Ademas, la impermebilidad de la membrana mitocahdnierna a los protones
no es absoluta y una parte del gradiente electmuqaide protones se disipa en forma
de calor por el retorno pasivo de los protoneskjlbacia la matriz sin pasar por la ATP
sintasa.
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Figura 10. Teoria quimiosmotica de Mitchel

El bombeo de protones {Ha través de la cadena de transporte de elecirqnesacomparia a la transferencia de e
en el complejo |, 1l y IV) crea una fuerza protdmwtriz (Ap), suma de las contribuciones de un potencial igoim
(ApH) y un potencial eléctriccA), que sirve como almacén de energia para la ErdesATP por accion de la
ATPasa-complejo V

ATP: adenosina-5'-trifosfato; ADP: adenosina-56slifito; Cyt C: citocromo c;oFsubunidad fde la ATP-asa; £
subunidad Fde la ATP-asa; H proton; HO,: agua; NAD: nicotinamida adenina dinucleétido oxidado; NADH:
nicotinamida adenina dinucleétido reducidg; @xigeno; P fosfato inorganico; Q: ubiquinona

2.2.1. ; Qué sistemas aprovechan la fuerza proténizfho

La fuerza proton motriz se utiliza en primer lugeara la sintesis de ATP, sin
embargo, ademas de esta funcion principal humernoapnsportadores activos utilizan
esta energia, como: la lanzadera del glutamatotondtpe permite la entrada del
NADH citosdlico hacia la matriz) y la translocassdncial para el intercambio de
nucleodtidos entre el medio extra e intracelular).
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2.2.2. La respiracion mitocondrial

El estado 4se define como la respiracion mitocondrial delasida fuga o entrada
pasiva de protones desde el citosol a la matriaaoitdrial. En este estado respiratorio,
se incluye la actividad de las ATPasas contamisarites equivalentes de reduccion
(NADH y FADH,) se oxidan en los complejos respiratorios | yékpectivamente y
pueden ser generados por la adicion de glutamaettngproduce NADH) o
succinato/malato (origina FAD}gracias a la accion de las lanzaderas malatotagpa
y glicerol 3-fosfato, respectivamente.

El estado 3de la respiracion refleja simultaneamente la rasfin mitocondrial
en estado fosforilante en presencia de ADP y tamlaérespiracion del estado 4
ocasionada por la pérdida de energia (fuga'dle H

El ratio de control respiratorio (RCR) representa la relacion entre el estado 3y
el estado 4 de la respiracion (estado3/estadoty.rélacion disminuye cuando aumenta
el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativateEparametro permite evaluar la
calidad de la preparacion mitocondrial de manera, aina buena preparacion de
mitocondrias tendr& un RCR>7 con glutamato/malato ug RCR>5 con
succinato/malato.

Por otra parte, loslesacopladores protonoforospermeabilizan la membrana
mitocondrial interna a los protones desacoplanddaasespiracion (transporte deye
consumo de oxigeno) de la fosforilacion. Por taséodisipa el potencial de membrana
(Ay) y los protones entran en la matriz mitocondriabatamente a través de la
membrana sin producir ATP. En esta situacion, Iméwybicion de la sintesis de ATP
asociada a un aumento importante de la respirapidn el fin de re-establecer el
gradiente de protones y &l (estado desacoplado).

La oligomicina inhibe la sintesis de ATP mediante la inhibiciGrecta de la
ATPasa. En este caso, se inhibe la respiracionamsoa la fosforilacion de ADP y se
mantiene la respiracion del estado 4 controladaaiméente por la entrada pasiva de
protones del citosol a la matriz mitocondfe¢tado 4 real)

2.2.3. ¢ 0Qué controla la cadena respiratoria?

Histéricamente, el concepto que permite estudiaoetrol de una via metabdlica
se basa en la existencia de etepa limitanterreversible, cuya velocidad se impondria
a toda la via metabolica a la que pertenece. Liosepos estudios sobre los mecanismos
de regulacion de la fosforilacion oxidativa consaen dos etapas como controladoras:
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- La citocromo c¢ oxidasa (complejo 1V) la reaccion catalizada por esta enzima
en la cadena respiratoria no funciona en condisiowercanas al equilibrio
termodinamico(Erecinska e Wilson, 1982) Por lo tanto, los factores que influyen en la
velocidad de esta reaccion regulan la velocidala desforilacion oxidativa, como es el
caso de las variaciones de las concentracionexiderm, de ATP, de ADP, de Pi o
también las variaciones de pHrown, 1992; Kadenbach y cols., 1998)La citocromo c
oxidasa posee, en su subunidad IV, un sitio delaeigun alostérica por el ATP y/o el
ADP. EIl enlace de estos dos efectores es indepdgrdde la fuerza protdon motriz
(Kadenbach y cols., 1999)

- El transportador de los nucelétidos adenilicada entrada de ADPy la salida
de ATP" dirigidas por la translocasa de nucleétidos de iadessta lejos del equilibrio
termodinamicgwanders y cols., 1981)

Sin embargo, un acercamiento mas general ha peamibstrar que en una red
metabolica el control metabdlico no esta limitadaona sola etapa enzimatica sino que
esta distribuido en el conjunto ttela la via metabdlica. Asi resulta que:

- El control de la fosforilacion oxidativa no sérilBuye a una sola etapa
enzimatica sino que esta dividido entre un cierinero de etapas de la red. Por
ejemplo, con succinato, cuando la produccion dePAds méaxima (estado 3 de
respiracion), el control de la respiracion estaneisdmente llevado a cabo por el
transportador de los nucledtidos adenilicos, elspartador de los dicarboxilatos y la
citocromo c oxidasa, de manera que, a mayor cahtldaADP disponible, mayor es la
respiracion.

- La distribucion del control no es un parametjo, sino que varia en funcién
del estado estacionario considerado. En ausencifodferilacion (estado 4 de la
respiracion), la respiracion esta controlada ppialonente por la entrada pasiva de los
protones en la matriz mitocondri@roen y cols., 1982y por la cadena respiratorigrand
y cols., 1988) Cuando la velocidad de respiracion es intermedemtre el estado 4 vy el
estado 3 (situacion proxima a la condicion fisiatay la distribucion del control
evoluciona en funcién de la actividad del sistem@samidor de ATP utilizado (sistema
hexoquinasa), que también es parte del controlaglole la respiracion. En estas
condiciones, la velocidad de la respiracion depeshelda hidrélisis del ATP, de la
actividad del transportador de los nucleétidos des, del suministro en sustratos de
la cadena respiratoria y de la fuggakde H de la membrana mitocondrial interna.
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2.2.4. Moadificaciones del rendimiento de la Foshoion Oxidativa

El rendimiento o la eficacia del acoplamiento erdr respiracidon mitocondrial y
la sintesis de ATP se ha estudiado ampliamententdulas Ultimos 50 afios. Se expresa
mediante una estimacion de la relacion P/O quessepta el nUumero de moléculas de
ATP formadas por moléculas de oxigeno reducidasloEmprimeros experimentos en
mitocondrias aisladas de rata se media una relagi@h a 3 cuando los electrones se
aportaban a la cadena respiratoria a nivel del ®mpy una relacion igual a 2 cuando
entraban en el complejo Il. Esta estimacion, basadanedidas experimentales, se
justifica por el hecho de que se necesitan p&ta la sintesis de una molécula de ATP
y un proton mas se consume en la exportacion dé& &Texterior de la matriz. Hacen
falta, por lo tanto, 4 protones para la transpddeuna molécula de ATP fuera de la
mitocondria. La oxidacién de los sustratos respitas a partir del complejo | de la
cadena respiratoria expulsa 12 electrones haaapeicio intermembranoso, contra los
8 electrones exportados cuando se trata del agerseistratos al complejo respiratorio
[I. Encontramos una relacion de 12/4=3 y 8/4=2 d@éoulas de ATP formadas por
molécula de oxigeno reducida, segun que los eledrpasen por dos o tres sitios de
acoplamiento en la cadena respiratoria.

Estudios posteriores han indicado que estas relesieran en realidad inferiores
a los valores de 3y 2, cercanas a 2,5 yHirfle y cols., 1991; Lee y cols., 1996f5racias a
estos estudios se demostré que una parte de [zafpeotdn-motriz generada por la
cadena respiratorigse perdia” para la sintesis de ATP, debido a un cierto gi@deo
“desacoplamiento”entre la oxido-reduccion y la fosforilaciéon del RD A partir de
aqui, numerosos trabajos han demostrado que laafyaroton-motriz también se
utilizaba para otros fines diferentes a los deitdesis de ATP, sobre todo para los
procesos de transporte activo. Una parte de estadise disipa a través de proteinas
desacoplantes y la energia liberada es restauradarrea de calor. Existe un cierto
grado de fugas de protones a través de la memlim#oaondrial interndleak” vy
también un fendmeno de patinaje a nivel del coradMj‘slipping” que intervienen en
la disminucion del rendimiento de la fosforilaci@xidativa. A estos fendmenos
inicialmente se les consider6 como ‘tBnergia desperdiciada’ pero en realidad
poseen una considerable importancia fisiologicatgrefinamente regulados.

Permeabilidad de membrana a los protones (protoakle

Si la fuerza protdn motriz permite la sintesis dEPA generando un flujo de
protones a través de la ATP sintasa, las membrhimddgicas son mas o menos
permeables y una cierta cantidad de protones es#ilde de escapar a la ATP sintasa
y de volver a entrar en la matriz sin participarlarsintesis de ATP. Este proceso
contribuye a la disipacion de la energia almaceead@rma de gradiente de protones,
de manera que, a mayor fuga de protones, menarfesforilacion oxidativa.
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La permeabilidad de la membrana mitocondrial irdeanlos protones puede
aumentarse, de manera artificial, utilizando des@acwmres protonéforos como 2,4
dinitrofenol (DNP) o el carbonil cianida m-clorofdmdrazona (CCCP). Estos agentes
desacoplantes colapsan el potencial de membrarsdivara la cadena respiratoria al
maximo.

Patinaje de las bombas de protones (slipping)

El “slipping” es una pérdida de la eficacia de las bombas dernas, debida a un
desacoplamiento parcial y variable de las reacsiogeimicas (transferencia de
electrones o sintesis de ATP) y del transporterdspes.

Azzone y sus colaboradores observaron que la oitozic oxidasa podia cambiar
de estequiometria a medida que la concentraciGsugiEato aumentaba. En presencia
de una mayor cantidad de sustrato, el consumo idemx se elevaba sin modificacion
de la fuerza proton-motriz. Esta disociacion nalestligada a un aumento dedk”,
pero si a la bajada de la relacion de Idskpulsados sobre los electrones donados al
oxigeno en el complejo I\(Azzone y cols., 1985) A este mecanismo de desacoplaje
“intrinseco” le denominaron comtslipping”, por ser una bomba que patina en su
accion. El NO, por ejemplo, posee la capacidadededair el“slipping” del complejo
IV (Clercy cols., 2007)

También es posible una modificacion de la esteqgeinende la ATP sintasa. En
presencia de almitrina, la relacion P/O disminuiye modificacion del consumo de
oxigeno, del potencial redox o del potencial de brama de las mitocondrias de
levaduras. Esta pérdida del rendimiento se correpocon un cambio en la
estequiometria de la ATP sintg®&goulet y cols., 1989)

3. Sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Hace 40 afos varios estudios pusieron en evidego® las mitocondrias
constituian una zona de produccion elevada dealagdidibresBoveris y Chance, 1973)
Posteriormente se demostrd que el principal radibe¢ producido por ellas era el
anion superoxido (9, pero el radical libre liberado por la mitocoradera el peroxido
de hidrégeno (kD,). La transformacion del anién superéxido en petdxie hidrégeno
lo realiza una superéxido dismutasa mitocondrighsMecientemente, los estudios se
han centrado en localizar el sitio preciso de faigradel anién superéxido. Se sabe
que existen dos sitios fundamentales de formaeibcomplejo | y el complejo Il de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial.R@S se producen en condiciones
de alto potencial de membrana, en aquellas comsisidonde el consumo de la fuerza
proton-motriz es débil (por disminucion de la ssigede ATP, por ejemplo). La
produccion de ROS por la mitocondria juega un pdis@logico muy importante
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dentro de la sefalizacion celular. El exceso eprsduccion esta ligado a dafios sobre
el ADN, las proteinas o los lipidos que estan iogulos en el envejecimiento celular,
pero también en diferentes patologias degeneratiealogicas, e incluso la diabetes
(Tahara y cols., 2009)

El complejo | mitocondrial es el principal sitio geoduccion de ROS, de acuerdo
a dos modelos:

- el primero se corresponde con una disponibilidadagla en NADH junto con una
fuerza proton-motriz muy elevada. El anion supet@xrrebata un electron a una
flavina muy reducida constituyente del complejo I;

- el segundo modelo se explica por un pool de coemZiymuy reducido que
induce elflujo reverso de electroneshacia el complejo I. Este flujo reverso se
acompafa de la produccion de anion superdgidephy, 2009).

La rotenona, inhibidor del complejo I, aumenta tadoiccion de ROS segun el
primer modelo en presencia de una concentracioraddede NADH. Al contrario,
inhibe fuertemente la produccion de ROS por flgeerso(Batandier y cols., 2002) Esta
misma inhibicion la realiza la metformig@atandier y cols., 2006)

o O

2

1 coan,/coq
tar
T rnalrix
| CoQ ? : mitochondrial
Reductases  c°%: inner membrane

Complex |

Figura 10. Produccion de @ por el complejo |

Mediante el primer mecanismo explicado, el compts&MN del complejo | produce grandes cantidade®gen
respuesta a un “pool” muy reducido de NADH. Unavatla fuerza protén-motriz y un “pool” de Coz redocid
inducen el flujo reverso de en un sitio desconocido del complejo |, pero queaspecha que esté situado en una
zona proxima al sitio de unién del CoQ.
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4. El poro de transicion de permeabilidad mitocondal (PTP)

4.1. El fendmeno de la transicion de la permeabiladtl

El fendmeno de la transicion de la permeabilidadpgede definir como un
aumento de la permeabilidad de la membrana mito@ira todas las moléculas con
peso molecular inferior a 1,5 kDa. Este fendmenagkice en un desmoronamiento de
la fuerza protén-motriz y de los principales gratks idnicos de la mitocondria,
acompafiados por una deplecibn en compuestos rakgsic{sustratos, nucledtidos
adenilicos y piridinicos). Durante mucho tiempasasider6 a este fenébmeno como un
artefacto causado por una alteracion de las mit/ Pero gracias a numerosos
trabajos de investigacion se ha demostrado que pestmso se regula mediante la
modulacion de la apertura de un canal proteicoltdecanductancia en la membrana
mitocondrial interna: el poro de transicion de éarpeabilidad.

Los primeros investigadores que se dedicaron aiestla regulacion de este
fendmeno de la transicion de la permeabilidad fudfanter y Haworth mediante el
empleo de distintos compuestos fisiologigasworth y cols., 1979; Hunter y cols., 1979a,
1979b) Estos cientificos observaron que solamente & &a suficiente para inducir la
transicion de la permeabilidad. Los otros compuestan o bien potenciadores de la
accion del C& (Pi, acidos grasos libres, oxidacién del NADHbien inhibidores de su
accion (H, magnesio, estroncio, ADP y la reduccién del NAD).

La hipertrofia mitocondrial se atribuye a la edale moléculas osmaéticamente
activas y de agua a la matriz mitocondrial. Esteédfieeno, por lo tanto, entrafia una
disminucién de la presién oncoética asociada adaeucia de compuestos de menos de
1,5 kDa de peso molecular.

La liberacién de Cd ligada al abultamiento mitocondrial no intervierieen el
uniporte, ni el intercambiador de T/Na'. Este fenémeno, que puede llegar a provocar
una ruptura total de la membrana mitocondrial eetese revierte por la adicion de
quelantes del Ga Las mitocondrias van a responder de manera hgeea a la
transicion de la permeabilidad confiriendo a esteEgso un caracter auto-catalitico en
el que el cambio de una mitocondria induce lo mismsu vecina.

4.2. Estructura y regulacion del PTP

Hasta el dia de hoy, todavia no se ha definido tstanpente la naturaleza
molecular de este poro, si bien no se pone en dudmplicacion en los procesos de
muerte celular. Parece que el PTP se trata demple multiproteico, con numerosas
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proteinas candidatas a constituirlo, como porilzesproteinas de la familia BAX-Bcl2,
el transportador mitocondrial de los nucleétidosrdlicos y el complejo | de la cadena
respiratoria.

El C&" es el inductor suficiente y necesario para la apedel PTP, aunque no es
el Gnico cation divalente que puede modular latapemdel PTP. La cantidad de a
necesaria para inducir esta apertura varia seging&ho y tejidos considerados y segun
la presencia o no de activadores o inhibidore$dél. Existen 2 sitios de unién para los
cationes divalentes a nivel del P{Hernardiy cols., 1993)

- existe un sitio en la matriz mitocondrial sobtejue se va a fijar el ay
va a ejercer su efecto activador de apertura del. [8pbre este sitio también
se pueden fijar el manganeso y el estroncio

- el segundo sitio de fijacion de cationes seallpa sobre la cara externa de
la membrana mitocondrial interna. La apertura debpse ve favorecida por
valores de pH proximos a los fisiologic@scolli y cols., 1993)e inhibida por
aquellos valores de pH acid@rnardiy cols., 1992)
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ESTRES OXIDATIVO

1. Definicion

El estrés oxidativo se define coniona situacion en la que existe tanto un
aumento en la velocidad de generacion de espeemstivas del oxigeno como una
disminucioén en los sistemas de defensa”

2. Fuente de las Especies Reactivas

Hay varios tipos diferentes de especies reacti@sgecies reactivas de oxigeno
(ROS) especies reactivas de clofRCN) y especies reactivas de nitrége(lRNS).
Estas especies reactivas son productos normalesndtbolismo celular y son
necesarias, a bajas concentraciones, para margkerstado redox celular, la funcién
celular y la sefializacién intracelul@érez-Matute y cols., 2009)Por ejemplo, intervienen
en la defensa del organismo frente a agentes iofx El estrés oxidativo aparece
cuando existe una sobreproduccion de ROS/RCN/RN&mpensado por los sistemas
anti-oxidantes tanto enzimaticos como no enzim&atiél exceso de radicales libres
dafa la estructura y funcion de componentes celuleomo los lipidos, proteinas o el
ADN. Debido a esto, el estrés oxidativo estd inguix en la etiologia de varias
enfermedades humanas y en procesos de enveje@mient

Los radicales libres se definen como moléculasagnfientos moleculares que
contienen uno o0 mas electrones desapareados enlstades atomicos o moleculares
(Halliwell y Gutteridge, 1999). Estos electrones desapareados le confieren ahtdithie un
elevado grado de reactividad con otras moléculas.

2.1. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los radicales libres derivados del oxigeno congtituel tipo mas importante de
radicales libres formados por los organismos.

El anion superdxido (O;) se considera como el principal ROS y puede
interaccionar con otras moléculas para generar BR@&indarios’(valko y cols., 2005)
Se genera en la mitocondria por una fuga premataralectrones hacia el oxigeno
durante la transduccion de energia. Del 1-3% destdoks electrones de la cadena de
transporté‘'se fugan” en los complejos respiratorios | y Il para genetgperoxido en
lugar de reducir completamente el oxigeno a agueadical hidroxil (OH °) posee una
gran reactividad y una vida media vivo” muy corta, de I®segundos. Bberdxido
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de hidrogeno (HO-,) es otra especie reactiva de oxigeno importantggual que el
oxigeno singlete’©,).

Los peroxisomas producen unicament®4l pero no superdxido, en condiciones
fisiolégicas normalegvalko y cols., 2004) Los peroxisomasconsituyen un lugar muy
importante de consumo de oxigeno en las célulastey edevado consumo les lleva a
producir HO, con el que oxidan diferentes moléculas. Esta @igatambién contiene
catalasg que descompone el peroxido de hidrégeno y eviecamulacion muy toxica.
Por lo tanto, en el peroxisoma se mantiene unatidiequilibrio entre la producciéon de
H.O, y su descomposicion. Cuando estas organelas saifyén dafio, el D, sale al
citosol contribuyendo en los fenbnemos del estxéiativo.

Las células fagociticas como los neutrofilos, y lasndotelialesposeen en su
membrana plasmatica la enzilNAD(P)H oxidasa que produce el radical superoxido
necesario para la destruccion bacteri@eaourse y cols., 2005)

Otros sistemas enzimaticos capaces de tranefedirones al oxigeno molecular
para formar el radical superoxido incluyeiclooxigenasas, lipoxigenasas, citocromo
P450 reductasa y la xantina oxidasa (XQselemidis y cols., 2008)

2.2. Especies reactivas de nitrégeno (RNS)

El oxido nitrico (NO') es una molécula pequefia que contiene un electron
desapareado y se produce por accion de enzimas @xidco sintasas especificas
(NOSs) encargadas de metabolizar la arginina aliogr(Ghafourifar y cols., 2005) ES un
radical libre muy abundante que interviene en nosws procesos fisioldgicos como,
neurotransmision, regulacion de la presion sanguimaecanismos de defensa,
relajacion del musculo liso y regulacion inmungarEl NO tiene una vida media en
medio acuoso de tan solo unos segundos, sin embarger soluble tanto en medio
acuoso como lipidico puede difundir rapidamenteravéls del citoplasma y las
membranas plasmaticas. En el medio extracelular k@accionar con el oxigeno y el
agua para formar aniones nitratos y nitritos.

La sobreproduccion de RNS también se denominasesité@sativo(Ridnour y
cols., 2004)y produce reacciones de nitrosilacion que alteeamdtructura y funcion
normal de las proteinas.

Durante los procesos inflamatorios, t&$ulas del sistema inmunéorman anién
superoxido y Oxido nitrico. En estas condicionespas especies reactivas pueden
interaccionar juntas para formar cantidades sicpmifies de una molécula ain mas
perjudicial:el anidén peroxinitrito (ONOQ"). Se trata de un agente oxidante muy activo
que puede provocar dafio en el ADN y oxidacion ddifmdos(Carr y cols., 2000)
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Figura 11. Principales sitios celulares de producén ROS y sistemas antioxidantes naturales

La célula produce ROS a través del metabolism@dgulcosa: en la mitocondria, mediante la caden@satisporte
de € (ETC) en los complejo | y llI; en la membranan plasioa por el sistema NADPH oxidasa-NADRK Los
principales sistemas antioxidantes mitocondriatesla superdxido dismutasa (SOD), glutation redia;tglutation
peréxidasa y catalasa

TCA: ciclo de los &cidos tricarboxilicos o ciclo #e&ebs; NADP: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidado; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotidsfato reducido

3. Sistemas antioxidantes

Un antioxidante se define comualquier sustancia que presente a bajas
concentraciones en comparacion con los sustratosisies a oxidarse, es capaz de
retrasar o prevenir significativamente la oxidacide estos sustratogPérez-Matute y
cols.,, 2009) Los sistemas de defensa antioxidante se puedédirden sistemas
enzimaticos y no enzimaticos

3.1. Sistemas enzimaticos

Los sistemas enzimaticos de defensa antioxidantsisten en una serie de
enzimas que actuan coordinadamentsulgeréxido dismutasa (SODYismuta el @ a
0O, y H)O,, la catalasa (CAT) transforma al kD, en Q y agua, laglutation
peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de peroxidos a alcoholesgllaation
reductasa (GR) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PdH)Existen otras
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enzimas como las quinonas reductasas y hemo-osggempe pueden prevenir la
formacién de ROS mediante el reciclado de electriko y cols., 2007)

La SOD existe en 2 formas en la célula. En las cuitdrias esta presente como
un enzima que contiene manganeso. En el citopldenta célula, el cobre y el zinc son
los metales principales que existen en la estraatarla SOD. La presencia de la SOD
en ambos lugares, en la mitocondria y el citoplassagura que mucho del superéxido
sea convertido en peroxido de hidrégeno.

La GPx reduce los lipoperoxidos y otros hidropeddsi a sus correspondientes
compuestos hidroxilados utilizando el glutation codonador de hidrogeno

ROOH + 2GSH- ROH + GSSG + kD>

3.2. Sistemas no enzimaticos

Entre las defensas antioxidantes no enzimaticagaoaun lugar predominante el
glutation (GSH). Esta pequefia molécula protege a la célula cdifEeentes especies
oxidantes y se ha comprobado que participa muyamngnte en numerosos desordenes
neurodegenerativo&latt y Lamas, 2000) El glutation es muy abundante en el citosol,
nacleo y la mitocondria. Al sintetizarse en el sdbse necesitaran transportadores en la
membrana mitocondrial para transportarlo a suiortebu forma oxidada es GSSG. El
GSSG se acumula en las células y la relacion GSEGE5@edice muy bien el grado de
estrés oxidativo que sufren los organismos. Comaeiones muy elevadas de GSSG
dafia a muchas enzimas y es toxica para las céltllasodo de accion segun el cual el
glutation ejerce su accion antioxidante es el sigig(Masella y cols, 2005)

- el glutation es el cofactor de varias enzima®xiBtantes como la GPx y la

glutation transferasa

- participa en el transporte de aminoacidos a sraedla membrana plasmatica

- es capaz de enmascarar los radicales YOI, directamente, detoxificando el

peroxido de hidrogeno por la accion catalitacaadePx

- también tiene la capacidad de regenerar otrésnsiés antioxidantes como las
vitaminas Cy E

Tanto el GSH como otras moléculas que contiendestien su estructura, poseen
un alto poder reductor y propiedades antioxidan@sjue pueden cederle un electron a
los ROS disminuyendo de esta forma su reactividsel. dice que este tipo de
compuestos de bajo peso molecular actian ctatrapadores” de radicales libres.
Entre ellos podemos citar a la tiorredoxina (Ted)ubiquinol, a la vitamina C, a las
vitaminas liposolubles Ay E y a los flavonoides.
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4. Accion de ROS

En 1954 una investigadora argentina, Rebeca Geesglsugirié por primera vez
gue los ROS eran agentes toxicos e inductores féensedadegGerschman, 1954)L.0s
ROS, por su alta inestabilidad atdbmica colisionam gna biomolécula y le sustraen un
electréon, oxidandola y haciéndola perder de estaemasu funcion especifica en la
célula.

Lipidos

Si se trata de los lipidos, se dafan las estrigctticas en ellos como las
membranas celulares y las lipoproteiggark, 2005) En las membranas celulares, se
altera su permeabilidad conduciendo al edema yulerta celular y en las lipoproteinas,
la oxidacion de las LDL desemboca en la formaciénlal placa ateromatosa. El
producto final de la peroxidacion de los lipidos es malondialdehido (MDA),
mutagénico para las bacterias y las células de feamiy carcinogénico en ratas.

Proteinas

Las cadenas laterales de los aminoé&cidos, en yartios residuos de cisteina y
metionina, son oxidados por los ROS/RNS. Asi sendor entrecruzamientos de
cadenas peptidicas, fragmentacion de la protefoamacion de grupos carbonilos que
impiden el normal desarrollo de sus funcio(esiczek e Wachowicz, 2005)

ADN

Otra molécula que es dafiada por los ROS es el @&RiNher y Turker, 2005). El
radical OH reacciona y dafia las bases puricas y las pirilcairdel ADN, asi como el
esqueleto formado por la desoxirribosa. Una maalificn del material genético
prolongada en el tiempo constituye el primer pasdaeevolucion de la mutagénesis,
carcinogénesis y envejecimiento.

Productos finales de la glicosilacion avanzada (A§E

Los AGEs derivan de una reaccion no enzimaticaeeamrbohidratos y proteinas,
llamada reaccion de Maillard. Los productos intetiaeos de esta reaccion (Amadori,
Bases de Schiff y productos de Maillar) son muystaeles y cumplen un papel
importante en la fisiopatologia de diversas enfelades. Se acumulan en el cuerpo con
la edad y se encuentran en concentraciones eleeadas pacientes con diabetes. En
esta poblacién su acumulacion conduce a la disfanendotelial. Estos productos
también se encuentran en altas concentracionescgnfes con insuficiencia renal y en
individuos sometidos a altos niveles de agresiddativa. Los AGEs que han sido
mejor caracterizados quimicamente en el hombrdaspentosidina y la carboximetil-
lisina (Dalle-Donne y cols., 2005)
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5. Estrés oxidativo y diabetes

La diabetes, especialmente, la diabetes tipo 2naspatologia donde el estrés
oxidativo juega un papel muy importante. De hedaaliabetes se caracteriza por un
aumento cronico y creciente de los estimulos querégen el estrés oxidativo y por
una disminucién progresiva de la eficacia de Istesias antioxidantes. Se ha propuesto
al estrés oxidativo como una hipétesis unificadque enlaza distintos desordenes
moleculares en la diabetes tipgEzans y cols., 2002)La importancia tedrica del estrés
oxidativo en la diabetes destaca por su impactoeskb disfuncibn metabdlica y el
sistema vascular. Por tanto, las células pancesatjae producen insulina (estas células
presentan el mas bajo potencial secuestrador de(®4&a y cols., 2005)asi como sus
células dianas (adiposas o musculares) pueden wadestadas, como también los
elementos de la sangre y distintos tipos celulandes vasos sanguineos implicados en
las complicaciones de la diabetes. Por ejemples&Es oxidativo puede disminuir la
internalizacién de la insulina en las células eelilates (Bertelsen y cols., 2001)e
interferir con la transferencia de la hormona desldplasma hasta el tejido. En las
células dianas, el estrés oxidativo puede redadiranslocacion del Glut4, limitando la
capacidad de transporte de la glucosa en las séhuaculare@udich y cols., 1998)

Hiperglucemia y estrés oxidativo

- Los excesivos niveles de glucosa que llegan aélala diana aumentan la
glucdlisis y por tanto, el consiguiente flujo deupato hacia la mitocondria
aumenta la sintesis de ATP vy el potencial de memabnaitocondriak¥Wm. Este
aumento deAWm lleva a un incremento en la produccion de radgdibres
(Leverve, 2003) en especial del radical superéxido, que normaleness
neutralizado por la SOD mitocondrial. Cuando estiatnalizacion es insuficiente,
el exceso de superoéxido activa la mayoria de las miediadas por los radicales
libres presentes en las complicaciones de la DiMicljidas las vascular€ba Ros

y cols, 2004a)

- La hiperglucemia desacopla la enzima 6xido mitsintasa (NOS) mitocondrial,
desviando la generaciéon de NO a la produccion dicah superéxido. La
combinacion de estrés oxidativo y nitrosativo dengaesultado la formacién de
peroxinitritos que inhiben irreversiblemente lapiescion mitocondrial a través
del nucleo hierro-sulfuro (Fe-S) de los complejgsll de la cadena respiratoria
(Brodsky y cols., 2002) Todo ello podria explicar la deficiente regulacidel
consumo de oxigeno observada en la dialyetiessperger, 2003)
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- La hiperglucemia puede estimular la producciénaticales libres mediante la
autooxidacion de la glucosa en presencia de meatalégnsicion.

- En condiciones de hiperglucemia se activa ladetéos polioles, responsable de
la detoxificacion de aldehidos a alcoholes, quesame grandes cantidades de
NADPH. ElI NADPH es el principal cofactor en la rageacion del glutation y es
una defensa antioxidante a nivel celyfah y cols., 2007)

Disfuncidon mitocondrial en la diabetes tipo 2

La produccion exacerbada de ROS por parte de kasomdrias en la DM 2 hace
que las mitocondrias pierdan su capacidad de srdesATP y se alteren las bombas
de sodio-potasio (N&K™) de la membrana plasmatica. El resultado es umeh&zon
celular y la liberacion del citocromo ¢ a travéslde poros mitocondriales hacia el
citosol donde activa la ruta de las caspasas e@lduapoptosiselular(Cusimano y cols.,
2009)

Esta disfuncion de las mitocondrias tipica de Ebeies tipo 2 esta relacionada
con las complicaciones de la enfermedad, comofiExrreedad renafForbes y cols., 2008)
y la disminucion en la oxidacion fosforilativa gse observa en el musculo esquelético
(Civitarese y Ravussin, 2008)

Otras fuentes de produccion de radicales libreslamliabetes tipo 2

- La insulina a concentraciones elevadas tipicadad®M 2 produce kD,
mediante su union con el receptor y la estimuladi@h sistema nervioso
simpatico, para inactivar también a la cata(&s#@adev y cols., 2001)

- La angiotensina Il, la insulina y los lipidosiesilan también, al igual que la
glucosa, la NAD(P)H oxidag@&riendling e Ushio-Fukai, 2000.

- Niveles de colesterol alto, mediante la activacide la xantina oxidasa,
estimulan la produccion endotelial del superoxileara y cols., 1993)

- En la obesidad, la acumulacion citosélica dditegidos y el estrés oxidativo
concomitante han sido propuestos como el vincutceda ateroesclerosis, la
disfuncion endotelial y el fallo pancreati@akker y cols., 2000)

- Hormonas producidos por los adipocitos, comoeélatiha, pueden también
aumentar los RO&amagishi y cols., 2001)
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DIABETES MELLITUS TIPO 2

1. Introduccion

En el afio 1997, la Asociacion Americana de Diab@s¥A) propuso una nueva
clasificacion para la diabetes junto con nuevosemos para la deteccion y el
diagndstico de la enfermedexbA, 1997). Dicha propuesta coincidio con la realizada en
un informe provisional de un grupo de expertosad®iganizacion Mundial de la Salud
publicado en 1998lberti y cols, 1998) La clasificacion actual, segun lo propuesto por |
ADA y la OMS, establece varias categorias:

a) Diabetes Mellitus tipo 1 (DM l)engloba a la anteriormente denominada diabetes
mellitus insulino-dependiente (DMID). En este tige diabetes la principal alteracion
que aparece es el fallo funcional de las célplg@ncreaticas, lo que conduce a la
carencia progresiva de insulina. La mayoria decksos diagnosticados de DM 1 se
deben a procesos autoinmunes que destruyen ldasgeldel pancreas y en menor
medida, a procesos idiopaticos.

b) Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2)se corresponde con la conocida antes de la nueva
clasificacion como diabetes mellitus no insulinpelediente (DMNID). La
clasificacion actual abandondé esta denominaciogusla mayoria de los pacientes con
DM 2 tratados con insulina no son dependientes lide @uinque la necesiten para
obtener un buen control metabdlico. Se trata deemfi@medad multifactorial definida
por una resistencia a la insulina que, generalmentde asociarse a un déficit relativo
de ésta. Aunque no contribuyen ambos factoresgual ia la aparicion de la DM 2, en
cada caso individual predomina un factor sobrerel o

En clinica, la diabetes tipo 2 se caracteriza parhiperglucemia crénica definida
por una tasa de glucosa en sangre superior a 126rgayunos (7 mmot}) o a 2 g-f
(11.1 mmol 1) dos horas después de una carga oral de glucosa.

Es la forma mas comun de diabetes mellitus, reptasdo el 90-95 % de todos
los casos. Aunque puede aparecer en cualquier étalpavida, generalmente comienza
después de los 40 afos. Existen evidencias coablder a favor de una fuerte
predisposicion genética, aunque este factor genéaccomplejo. También se sabe que
estan implicados factores ambientales los cualegaju un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad en sujetos susceptielgmdecerla. Asi, la obesidad es un
factor frecuentemente asociado a la DM 2 present@ndhasta en el 80 % de los
pacientes, junto con un aumento en el porcentagraka en la region abdominal. Por
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este motivo recientemente se ha acufiado el térmmbesidadpara referirse a la DM 2.

El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes atarmon la edad, el peso y la falta de
actividad fisica. Son mas propensos a padecerlaresugon antecedentes de diabetes
gestacional y sujetos con hipertension o dislipidem

c) Otros tipos de diabetesincluyen a las anteriormente denominadas diabetes
secundarias y a las causadas por defectos gendfstes grupo comprende defectos
genéticos de la funcionalidad de las cél@asiefectos genéticos en la accion de la
insulina, enfermedades del pancreas exocrino, endpatias, diabetes inducida por
farmacos o por agentes infecciosos, formas infreegsede diabetes mediadas por
procesos inmunes, otros sindromes genéticos oedisiente asociados con diabetes y
la diabetes gestacional.

2. Diabetes Mellitus o la nueva epidemia del s@XXI

En el afio 2000 aproximadamente 171 millones deopassen todo el mundo
padecian diabetes. La Organizacion Mundial de ladS@OMS) ha estimado que este
namero se doblard en los proximos 30 afios, alcdonzan total de 366 millones de
enfermos. Esta prediccién se ha hecho en basepaksio de que en esa fecha la
poblacion mundial habr4d aumentado, estard mas emidajy serd mas sedentaria y
obesgWwild y cols., 2004)

Varias estrategias se han desarrollado para prelee®M 1 pero ninguna ha
resultado efectiva, por ello, la prevencién de iabetes tipo 1 continla siendo un
objetivo primordial para las autoridades sanitariagS8in embargo, simples
modificaciones en el estilo de vida si han resoltatectivas en la prevencion o el
retraso del comienzo de la diabetes tipo 2, conmopsw ejemplo, un aumento de la
actividad fisica, una dieta sana y equilibridaidfa peso y abandono del habito de
fumar.

La diabetes es una de las enfermedades con magactinsociosanitario, no solo
por su elevada frecuencia, sino sobre todo pocdasecuencias de la complicaciones
cronicas que conlleva. Tanto la diabetes como ssplicaciones tardias tienen
importantes consecuencias economicas individudbesjliares, sobre los sistemas
sanitarios y sobre el pais. Por ejemplo, el coatgonal que la diabetes supuso para los
Estados Unidos en 2007 sobrepasoé los 174 billoaekthres, de ellos 116 billones de
dolares se emplearon en sufragar los gastos diratdola diabetes y el resto se
correspondid con la pérdida de la productividad piais (ADA, 2008). Un riesgo
importante afiadido a la diabetes tipo 2 es quéagmalstica tardiamente con respecto a
Su comienzo.
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Figura 12. Prevalencia mundial de la diabetes (lagfras en cursiva indican
el porcentaje de aumentos de personas con la afent)

3. Fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2

A pesar de periodos sucesivos de alimentacion gydeo, la glucemia de un
individuo sano esta constantemente regulada y sgiena en unascala estrecha de
valores entre 80-100 mg/dl.

Los individuos con diabetes tipo 2 manifiestan iplds trastornos en la
homeostasia de la glucosa, con inclusion de: &éjaadion en la secrecion de insulina (se
produce una pérdida de la primera fase de secre@oimsulina); 2) resistencia a la
insulina en musculos, higado y adipocitos; 3) amtidades en la captacion esplacnica
de glucosa.

Esta ampliamente aceptado que en la DM 2 se dara@bnes tanto en la
secrecion de insulina como en su accion, si biéstexina gran controversia sobre la
primacia de uno de estos factores en las alteresioretabdlicas asociadas a la DM 2
(Evansy cols., 1999; Das y Elbein, 2006)-a secuencia patoldgica de la DM 2 es compleja y
comprende varios elementos diferentes que intexactintre si para degenerar en la
enfermedad. En la mayoria de los casos lo primaeeoaparece en la evolucién de la
DM 2 (en el inicial estado de prediabetes) es t&sisa a la insulina. De esta forma,
para compensar el déficit en su accion y manten&lérancia normal a la glucosa se
produce un gran aumento en su secrecion que conducen estado de
hiperinsulinemia. Sin embargo, con el trascurso de la enfermedddnieion de las
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célulasp se desgasta y la intolerancia a la glucosa pragaediabetes, inicialmente
caracterizada por hiperglucemia post-pandrial, vdedo posteriormente a
hiperglucemia en ayun@sbovitz HE., 2001a)

.--"_.-____-_“--_
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3.1. Secrecion alterada de insulina en la diabetesellitus tipo 2

3.1.1. Funcionamiento normal de las célfiasi individuos sanos

El mecanismo normal para la estimulacion por pdetéa glucosa de la secrecion
de insulina en las células beta del pancreas comprdos siguientes pasos. La
membrana plasmatica de la célula beta contienenal de potasio (K, cuya funcion
se regula por la relacién citoplasmatica ATP:ADPuy canal de calcio (Ch
dependiente de voltaje. Cuando la glucosa en plasnimja, el canal de'kse abre y
sale el potasio de las célulgsda membrana plasmatica se halla apropiadamente
polarizada y el canal de Cae cierra. A medida que aumenta la glucosa emplase
incrementa la relacion ATP:ADP, lo cual causa arrei de los canales de’ K
dependientes de ATP. El cierre de estos canalegoqaola despolarizacion de la
membrana plasmatica adyacente, lo que da por adsula apertura de los canales de
Ca dependientes de voltaje de esa porcion de la naraldespolarizada. A través de
ellos entra el calcio desde el compartimento egtudar hasta el interior de las células-
y el aumento de la concentracion citosolica del éaicio aumenta linealmente la
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liberacion de la insulina desde los granulos decéglas beta hacia el compartimento
plasmaticqFuhlendorff y cols., 1998; Lebovitz y Melander, 204).

3.1.2. Funcionamiento alterado de las cél@las- diabéticos tipo 2

La resistencia a insulina es un rasgo patogénioninade la DM 2. Sin embargo,
la hiperglucemia no se desarrollaria si no exstien defecto concomitante en la
secrecion de insulina. El fallo en la secrecionirdeilina resulta, principalmenten
anomalias en la funcidn y la supervivencia de &slasf pancreaticagrhodes, 2005)
Estos defectos funcionales aparecen temprano leist@ia natural de la diabetes y se
caracterizan por pérdida en la liberacion de insuén la primera fase y una secrecion
anormal de insulina basal. La alteracion de lavaletd endocrina del pancreas no se
limita exclusivamente a una disfuncién de las &&ifil sino también a una alteracion
de las célulasr pancreaticas. Las célulasalteradas no son inhibidas por el estimulo
de la glucosa y siguen produciendo glucagén. Edidbetes tipo 2, por tanto, puede
alcanzarse una pérdida de la funcionalidad dedhsasa y 3 de mas del 50%Porte y
Khan., 1995)

Se han implicado a diversos factores genéticos fgctores adquiridos en la
alteracion progresiva de la secrecion de insulina:

- La glucosa, el principal regulador de la proddiccy secrecion de insulina, ejerce
efectos negativos cuando se presenta en cantidadesivas, como ocurre en la
hiperglucemia en ayunas1(40 mg/dl). Una hiperglucemia prolongada en el piem
puede derivar en el fendmeno conocido cogilocotoxicidad. La hiperglucemia
cronica inhibe la transcripcion del gen de la imauimediante cambios en la actividad
de factores de transcripcién especificos de cépild@simismo, la hiperglucemia afecta
nocivamente a la masa de célyksal inducir apoptosis sin que se produzca un
aumento compensatorio en su proliferagiGaiser y cols., 2003; Donath y Halban, 2004)

- El aumento plasméatico de &cidos grasos libresoddo comolipotoxicidad,
también esta implicado en la alteracion de la famale las célulaB- La exposiciéon
cronica de las célulgd-a valores altos de Acil- CoA inhibe la secreaitaninsulina y
estimula la sintesis de ceramida. La ceramida aktita sintasa del 6xido nitrico y el
aumento del 6xido nitrico activa la expresion deatnas inflamatorias (interleucina-1

y factor de necrosis tumora); compuestos que alteran la funcion y promueven la
apoptosis de las célul@stshimabukuro y cols., 1998; McGarry JD, 2002; Bayy cols., 2004)

- Laamilina (polipéptido amiloide de los islotesfambién interviene en el deterioro
progresivo de las célulgsen la diabetes tipo 2, al ser el precursor dedkysdsitos
amiloides que se observan a menudo en la dialietgsosible que valores plasmaticos
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altos de éacidos grasos libres y la hipersecrec@ramiilina interacten de manera
sinérgica para alterar la secrecion de insulinaysar la lesion de las célulagkahn y
cols., 1999)

- El'nimero de células dentro del pancreas es un factor determinante danfidad
de insulina que se secreta. Normalmente se pratheceeduccion modesta (20 a 40 %)
en la masa de célulfsen diabéticos tipo 2 de larga duraci@utler y cols., 2003) Sin
embargo, no se han identificado los factores qusaraesta disminucion. Como posible
causa se ha propuesto una disminucién en la foémai® nuevos islotes a partir de
conductos exocrinos del pancrggisegood y cols., 2001; Janson y cols., 2002)

- Un crecimiento fetal alteradoy bajo peso al naceise vinculan con una alteracion en
la secrecién de insulina y/o con una reduccionaeemasa de célulgds{Eriksson UJ.,

1996)

3.2. Resistencia a la insulina y diabetes mellitupo 2

El mal funcionamiento de alguno de los mecanismasddmentales en el
mantenimiento de la homeostasia de la glucosa, esxpsl anteriormente, va a
desencadenar la resistencia a la insulina.

3.2.1. Transduccién de la sefial de insulina enicmrs normales

La cascada de transduccion de la seial de lamassé inicia con el enlace de la
hormona a receptores especificos que estan presamta superficie celular de todos
los tejidos donde actua la insulina. El receptotadesulina (IR) es una glucoproteina
que consta de dos subunidadey dos subunidadef unidas por puentes disulfuro
(Ward y cols., 2007) Las subunidades extracelulares contienen el dominio de unién con
la insulina y las subunidades cataliti@asxpresan actividad de quinasa estimulada por
la insulina dirigida hacia sus propios residuos tidesina. La fosforilacion de la
subunidad3 constituye el primer paso en la accion de la inautobre el metabolismo
de la glucosa. Después de su activacion, la tiaoguinasa del receptor de insulina
fosforila proteinas intracelulares especificas|adecuales las mas importantes son las
denominadas IRS (sustrato del receptor de la msulEstas proteinas sirven como las
principales moléculas de acoplamiento en la anspkifbn de la sefial de insulina. Se
han identificado varios tipos de IRS, siendo IR8-IRS-2 las que mayoritariamente
regulan la sefial de la insulina:

- en el masculo, IRS-1 fosforilado y activado gbreceptor de la insulina
media la unidn y activacion de la proteina 3-quandg fosfatidilinositol
(PI3K) implicada en la translocacion hacia la meanhr plasmatica de los
receptores de glucosa (GLUT-4), para acelerar laatade glucosa y
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posteriormente la sintesis de glucogeno, de lipydds proteinagwhitenead y
cols., 2000: Saltiel y cols., 2001)

- por otra parte, IRS-1 y IRS-2 en el higado sireemo las principales
proteinas implicadas en mediar el efecto de lalimsisobre la produccion
hepatica de glucosa, la gluconeogénesis y la fadmate glucégen@dong y
cols., 2005)

3.2.2. Resistencia periférica a la insulina eDNé2

Resistencia hepatica a la insulina

La hiperglucemia en ayunas, tipica de la DM 2, ebeden gran parte a una tasa
excesiva de produccion de glucosa mediante gluggmesis en el higado. En la
diabetes tipo 2 existe resistencia hepatica tatacaacion de la insulina como al efecto
inhibidor de la hiperglucemia. Este defecto empgmmagresivamente conforme el
estado diabético se descompensa en el transcursi@rdpo (Fritsche y cols., 2008) La
tasa acelerada de produccion de glucosa hepéatiehresultado de un aumento en la
actividad de la fosfoenolpiruvato carboxiquinaséa yglucosa-6-fosfatasgsastaldelli y
cols., 2000; Clore y cols., 20Q0)

Resistencia muscular a la insulina

El tejido muscular constituye el principal lugarmoral de utilizacién de la glucosa
estimulada por insulina. Casi el 80 % de la captacbrporal de glucosa total ocurre en
el masculo estriado. Por lo tanto, alteracionessta punto agravan profundamente la
homeostasis de la gluco&ornholmy Zierath, 2005)

Resistencia a la insulina y tejido adiposo

Los adipocitos de diabéticos tipo 2 son altameesistentes al efecto inhibidor de la
insulina sobre la lipdlisis. El aumento plasmatieoacidos grasos libres liberados desde
el tejido adiposo puede causar 0 agravar la resistea la insulina en el musculo e
higado y alterar la secrecion de insulina por elcpgas(Carpentier y cols., 2000) El
resultado de la resistencia a la insulina en tejidiposo consiste en una movilizacién
de los triglicéridos y sus metabolitos hacia eladiyy musculo, donde van a formar
grandes depoésitos. Este aumento en el contenideo gila higado y musculo se
correlaciona de manera muy estrecha con la resiaten insulina en estos tejidos
(Goodpaster y cols., 2000; Ryysy y cols., 2000)
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Mecanismos celulares y moleculares de la resistarecia insulina

La resistencia a la insulina puede relacionarsedadactos en el receptor de la
insulina en los tejidos sensibles a ella, en s@rumon la insulina y en su posterior
activacion y transduccion de la sefial. La hipemgyhi@ o cualquier otro trastorno
asociado a la diabetes tipo 2 altera la actividl@dina quinasa intrinseca del receptor
de insulina(Pratipanawatr y cols., 2001) En la DM 2 disminuye la asociacion estimulada
por insulina de IRS-1 con la subunidad regulader&tBK. Como consecuencia, en el
musculo se reduce la actividad de la sintasa deldgkeno y la utilizacion de glucosa
(Cusi y cols., 2000) En los adipocitos y tejido muscular de diabétitps 2 el transporte
de glucosa hacia su interior se altera gravementelpdeterioro en el transportador de
glucosa en estos tejidos, denominado GLUT-4, guseasible a insulingarvey cols.,
1998; Cline y cols., 1999; Williams y cols., 20p1

En la diabetes tipo 2, la fosforilacion alteradalaelucosa para convertirse en
glucosa-6-fosfato es el paso limitante de la tasaaction de la insulina. En tejido
muscular, la capacidad de la insulina para aumelataactividad de la enzima
hexoquinasa-Il se reduce por lo que la glucosahguentrado al interior celular no
puede ser convertida en glucdgeno o entrar a lgluélitica(vogt y cols., 200).

4. Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2

Los objetivos generales del tratamiento de la desbmellitus tipo 2 son:

- eliminar los sintomas mediante la hormalizaciénadglucemia

- prevenir las complicaciones metabdlicas agudas

- prevenir, retrasar 0 minimizar las complicacion@sdias tipicas de la
enfermedad (retinopatia, nefropatia, neuropatiafermedad vascular, pie
diabético)

- reducir la morbilidad y mortalidad derivadas dehfermedad vascular

Los cuatro pilares basicos en el tratamiento ddidhetes tipo 2 son la dieta, el
ejercicio fisico, el tratamiento farmacolégico yelducacion diabetoldgica del enfermo.

Los antidiabéticos oralesutilizados en el tratamiento de la diabetes tipsoa:
sulfonilureas, metaglinidas, miméticos de lasetinas, biguanidas, tiazolidindionas e
inhibidores dea-glucosidasas. Por desgracia, normalmente conaabdurso de la
enfermedad la terapia oral falla y casi siempressgle recurrir al tratamiento con
insulina para conseguir el adecuado control glucemi
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4.1. Secretagogos de insulina

El deterioro progresivo en la funcidén de célulalse debe a la menor capacidad de la
glucosa para cerrar el canal dé dependiente de ATP en la membrana plasmatica de
las células beta. En los primeros cuatro o cinams afespués del inicio de la diabetes
tipo 2 clinica, el defecto funcional en la secracde insulina puede ser atenuado por
farmacos que actian de manera directa sobre esabdm K. Estos farmacos son los
secretagogos de insulina, de los cuales existerasvarlases diferentes, que se
diferencian entre si por las caracteristicas dekercon dicho conducto.

4.1.1. Sulfonilureas

Se comercializan desde los afios cincuenta y existernos tipos disponibles en
el mercadoGlipizida (Glucotrol®) y glimepirida (Amaryl®) son las sulfonilureas que
se prescriben con mayor frecuencia en Espafia.

Las sulfonilureas poseen una accion muy prolongada tiempo. Sus principales
efectos beneficiosos son una disminucion de hipeeghia en ayunas y de la existente
entre un alimento y otro. A causa de su efecto opgddo pueden provocar
hipoglucemias graves, aunque ésta es una complicpoico frecuente y suele aparecer
en personas de edad avanzada y pacientes con ed&troardiovascular o renal. Asi,
los efectos beneficiosos de las sulfonilureas sebeentrol glucémico suceden durante
los primeros afios después del diagnostico y digremgonforme aumenta la duracion
de la diabetes. En el estudio UKPDS, el porcertajdiabéticos tipo 2 que lograron un
adecuado control de la glucemia con monoterapisutfenilurea disminuyo desde un
50% después de tres afos del diagnostico de laneedad, hasta un 34% después de

seis aflos y a un 24% después de los nueve afaséaibeducido el diagnosti¢shorr
y cols., 1996; Van Staat y cols., 1997; Turner y s, 1999).

4.1.2. Glinidas

Las dos metaglinidas disponibles actualmente enaf&spson repaglinida
(Prandin®) y nateglinida (Starlix®). Las glinidas empiezan a actuar mas rapidamente
y poseen una duracion de acciébn mas corta enmptieque la proporcionada por las
sulfonilureas(Jovanovic y cols., 2000; Hanefeld y cols., 200@e toman 30 minutos antes de
las comidas y permiten ajustar su dosis a los esveé glucosa plasmaticos del paciente
en ese momento y al contenido estimado en carlaibgigue se va a inge(imriplitt y
cols., 2005)
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4.2. Inhibidores dea-glucosidasas

Los inhibidores dex-glucosidasasacarbosa(Glucobay)y miglitol (Diastabol,
Plumarol), actuan inhibiendo de forma competitiva y revdesib las enzimasi-
glucosidasas intestinales localizadas en la sueedicepillada del duodeno y parte alta
del yeyuno. Retrasan la absorcion de los carbdiosir@gn el intestino delgado
proporcionandole al pancreas un tiempo adicionah mpie secrete la cantidad de
insulina suficiente para normalizar la glucemiatgmandial (Lebovitz HE, 1998; Longo,
2010) Por su mecanismo de acciéon, reducen la hipenmsula sin producir un
aumento de peso ni provocar episodios de hipogliacdPero su uso se acompara de
varios efectos secundarios intestinales como @ddominal, diarrea y flatulencia.

4.3. Miméticos de incretinas

La insulina se libera mas rapidamente después decarga oral de glucosa que
intravenosa, a este fendbmeno se le conoce cemefecto incretina”. Las hormonas
incretinas, el polipéptido inhibidor gastrico (GlP)el péptido-1 similar al glucagén
(GLP-1), se liberan desde el tracto intestinal tsadlegada del alimento. La hormona
incretina predominante es el GLP-1, el cual, adedg&sestimular la secrecion de
insulina, suprime la liberacion de glucagon, emeatel vaciamiento gastrico, mejora la
sensibilidad a la insulina y reduce el consumo ladeeatos. GLP-1 una vez liberado,
rapidamente es inactivado por la enzima dipepfitidasa (DPP-IV)Srinivasan y cols.,
2008)

El desarrollo muy reciente de miméticos de laseiigas e inhibidores orales de
la dipeptil peptidasa-1 ha abierto la puerta a mo@va generacion de agentes
antihiperglucemiante@rulmozhi y Porth., 2006; McKennon y Campbell, 200). Se han hecho
grandes avances en el desarrollo demaséticos de incretingscomo por ejemplo, el
exedin-4 (exenatida) y liraglutida. En nuestro galemente se comercializaenatida
(Byetta®) mientras que ldiraglutida (Victoza®) se encuentra todavia en fase de
investigacion. Se ha progresado mucho también desalrrollo de loghibidores de la
dipetil peptidasa 1y actualmente podemos elegir en Espafia entre mphaabateria
de farmacos miméticos de las incretinas, tanto enoterapia como en combinacion
con metformina:sitaglaptina (Januvia®, Tesavel®y Xelevia®) y vildagliptina
(Icandra®, Jalra® y Xiliarx®) , respectivamente.

4.4. Insulina

Los diabéticos tipo 2 no dependen del aporte ex@gdm insulina para su
supervivencia, sin embargo, a medida que se praltengnfermedad se produce una
disminucién progresiva en la produccién de insulinge hace que estos pacientes
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necesiten la administracion de suplementos deimasydara conseguir un adecuado
control de la glucemia, especialmente durante Gitnas de estrés o enfermedad. Datos
extraidos del estudio UKPDS revelan que hasta%l 88 los diabéticos tipo 2 recurren
al tratamiento con insulina 6 afios después dehd&tgo de la enfermedad y el 75% de
ellos necesitan terapia combinada tras 9 afiosdkrpala DM2Wright y cols., 2002)

4.5. Sensibilizadores de la accion de insulina

4.5.1. Biguanidas

Aunque se comercializan en Europa desde los afgsarita, durante afios han
sido farmacos muy cuestionados y debatidos debidaaociacion de algunos agentes
de este grup@enformina, butformina) con cuadros de acidosis lactica. Sin embargo,
enfermos tratados canetformina (Dianben®) (la Unica biguanida comercializada en
la actualidad en Estados Unidos y Europa) rarasué&en una hipoglucemia grave.

Actian aumentando de manera directa la accion isuéina en células sensibles
a ella mediante mecanismos aun no identificadosnédormina actia principalmente
aumentando la sensibilidad a la insulina en elddgga en este punto, disminuye la
produccion de glucosa hepatica, mientras que sttoefss menor sobre el musculo
estriado(inzucchi y cols., 1998, Argaud, 1993)La metformina es el primer tratamiento de
eleccion en diabéticos tipo 2 con dislipidemia Brepeso, debido a que su tratamiento
lleva asociado una ligera pérdida de peso de kibb@amos y disminuye los niveles
de colesterol unido a lipoproteinas de baja ded<{dBL) y los triglicéridos(inzucchi y
cols, 2002) Ademas, la terapia antidiabética con metformmetuce las complicaciones
macrovasculares. Al excretarse principalmente aégrade los riflones esta
contraindicada en pacientes con disfuncion renal.

El Dr. EI-Mir demostré que la metformina producéibicion de la respiracion
celular en hepatocitos intactos, mediante un efectioecto dirigido al complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrigtl-Mir, 2000). Estudios posteriores relacionaron la
inhibicion del complejo | de la cadena mitocondpal la metformina con la mayoria
de sus efectos sobre el metabolismo de la glucoBpidos (Owen, 2000) Ademas,
también existen algunos estudios que demuestrarexlatencia de un efecto
mitocondrial anti-estrés oxidativo de la metformi@aigas, 2004)

4.5.2. Tiazolidindionas o glitazonas (TZDs)

En 1982 se demostro por primera vez la existeneiard serie de derivados de
las tiazolidindionas que actuaban como nuevos agemttidiabéticos eficaces en la
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reduccion de la resistencia a la insulina en ammédlabéticogSohda y cols., 1982a)El
prototipo de esta familia fue taglitazona (inicialmente conocida por ADD-3878 6 U-
63,287), que en modelos de animales no insulinstesdes normalizd la
hiperglucemia, la hiperinsulinemia y la hipertrogliidemiaSohda y cols., 1982b)A partir
de este momento se comenzo a trabajar en la sigtesiestudio biolégico de una serie
de analogos estructurales de la ciglitazona cqinglitazona(AD-4833 6 U-72,107),
rosiglitazona (BRL-49653C), troglitazona (CS-045) yenglitazona (CP-68722). En
1990 se realiz6é un estudio de la relacion entesteuctura y la actividad biolégica de
una serie de compuestos donde el fragmento de ilciclehexilmetoxi de la
ciglitazona se sustituydo por uno de 2-piridiniletoxque logré una actividad
hipoglucémica e hipolipidémica 5 a 10 veces masmietque la ciglitazona. De todos
los compuestos estudiados se selecciono la pipglitapor ofrecer también una buena
respuesta en animales insulino-resistentes.

La ciglitazona provoco toxicidad hepatica, al iggaé la troglitazonéRezulin®,
Parke-Davis, Sankyo). La troglitazohae el primer farmaco tipo TZDs introducido en
el mercado de Estados Unidos en 1997, sin embamaetiré de los mercados de
Estados Unidos, Europa y Japén en 2000 debido ayeperd toxicidad idiosincrasica
del higado que condujo a fallo hepatico. Actualmesg comercializan dos glitazonas:
rosiglitazona (Avandia®, Smithkline Beecham) ypioglitazona (Actos®, Takeda;
Lilly), sin que se hayan recogido hasta la actaaliddatos significativos de
hepatotoxicidad.

Las glitazonas son agonistas selectivos sintétbesla isoformay de los
receptores nucleares activados por proliferadoegsetdoxisomas (PPARS). A través de
esta activacion, controlan la expresion de genesidados en el control de la diabetes,
la diferenciacién de adipocitos y la remodelaciéhtdjido adiposo. Son una familia de
antidiabéticos orales sensibilizadores a la acd&a insulina que mejoran el control
glucémico al reducir la produccion hepatica de ghacy aumentar la utilizacion de
glucosa en musculo esquelético y tejido adipossmibiuyen los niveles plasmaticos de
glucosa, insulina y acidos grasos libres, tantsigracion de ayunas como postpandrial
(O'Moore-Sullivan, 2002) Ademas, ayudan a preservar la funciébn de cél@as
pancreaticas y por ello retrasan la progresionadenfermedadrinegood y cols., 2001;
Buchanan y cols., 2003)Las TZDs ejercen sus acciones cronicas a laago través de
la activacion de PPAR; por lo tanto, sus beneficios terapéuticos no aeifiestan
hasta 4 semanas después del inicio del tratami8irteembargo, la accion de las TZDs
via PPARYy no excluye contribuciones por otros mecanismaareliftes, independientes
de la activacion de estos receptores. Estos ultmasanismos se han estudiado muy
poco y disponemos de escasos estudios sobre lcwsftirectos de las glitazonas en
higado y masculo. Las TZDs también pueden prevasicomplicaciones tardias de la
DM 2, como las complicaciones secundarias cardmages.
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Las glitazonas suelen prescribirse a diabéticas2imal controlados con otro tipo
de tratamiento. Normalmente se administran en iem@@mbinada con sulfonilureas o
biguanidas. En terapia combinada, sus efectos hipagiantes siguen mejorandose
entre 6 y 12 semanas después del inicio del tratanoi(iNoble y cols., 2005)

PPARs (Receptores nucleares activados por proliferadodesperoxisomas)

Los receptores nucleares activados por prolifeeslole peroxisomas (PPARS)
comprenden una importante subfamilia pertenecianta superfamilia de receptores
nucleares hormonales (NHR). Estos factores de drigagOn activados por ligandos
estan implicados en mecanismos biologicos tan stdsgecomo la homeostasia de lipidos
y glucosa, el control de la proliferacion y la déeciacion celular, la sensibilidad a la
insulina y la enfermedad vascul@aplan y cols., 2001) El nombre PPAR deriva de la
clonacion inicial de una isoforma que actuaba cdstamco de varios compuestos
xenobidticos de los cuales se habia observado qdecian proliferacion de
peroxisomas en el higado. Esta isoforma, iniciatmarslada, fue denominada PPAR-
y gracias a investigaciones posteriores, el grgpexpandid para incluir a PPAR-y
PPARS{. Estas tres isoformas de PPAR se han identifiesdeertebrados inferiores y
mamiferos. Los PPARs poseen una distribucion déteda en los tejidos y cada una
de los tres isoformas diferentes desempefa funciespecificagrosen y cols., 2001;
Wahliy cols., 2002; Cortes y cols., 2005)

e PPARg se expresa principalmente en tejido adiposo marégado, musculo
esquelético, intestino, riidn y corazén. Es la diaselular para fibratos, como
gemfibrozil, bezafibrato y fenobibrato y tambiénrgpéigandos naturales como acidos
grasos de cadena larga, sobre todo poliinsatura@asdo linoleico, acido
eicosapentaenoico). Los genes que activa PBAPRdncipalmente participan en
procesos catabdlicos de lipidos feoxidacion(Desvergne y cols., 1999)

¢ PPARZSes el receptor menos caracterizado de su faméi@xpresa de forma ubicua
en distintos tejidos y organos. Participa en ehdparte reverso del colesterol,
cicatrizacion de heridas, proliferacion celulamppptosigOliver y cols., 2001)

 PPARyes la isoforma de PPAR que se ha estudiado massarteente. Participa en
rutas biolégicas de interés basico y clinico cordderenciacion de adipocitos,
sensibilidad a insulina, DM 2, cancer, almacenatoieie lipidos y control de la
inflamacion.
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Existen dos isoformas de PPAR-PPARy: y PPARy2, formadas por
procesamiento alternativo en el extremo 5° del dédientras muchos tejidos (tejido
adiposo, colon, bazo, retina y células hematopcgsgtiexpresan PPAR; PPARy2 se
expresa principalmente en los adipocitos y en mereatida en higado, tejido muscular,
vasos sanguineos, macroéfagos, neutrofilos y litdeci. La prostaglanding &s un
ligando natural de este receptor, que se une anéji@an afinidadyu y cols., 1995) Las
glitazonas son agonistas sintéticos de PRAJRe inician sus acciones a largo plazo a
través de su activacion.

Tiazolidinedionas

\\

Maduracion
de adipocitos
| fl-> U Lipolisis UAc

grasos
libres

N Captacion ¥ Insuiina

de glucosa Glucosa.

\\ (M GLUT-1y 4)

Figura 14. Acciones de las glitazonas a través dedctivacion de PPARy

Ac: acidos; DNA: ADN; GLUT-1: transportador de ghsa dependiente de glucosa en eritrocitos y cer€iroT-
4: transportador de glucosa dependiente de insetfirtajido adiposo y misculo

4.6. Terapia combinada en diabetes mellitus tipo 2

Con mucha frecuencia los diabéticos llegan a necasias de un farmaco para
mantener sus niveles de glucemia dentro de losresmlnormales. Los laboratorios
farmacéuticos han ideado la posibilidad de combiaaios antidiabéticos orales en un
mismo comprimido y a este respecto, ya se disparerios mercados diferentes
combinaciones de metformina con glitazonas, meifaamon miméticos de incretinas
(Efficib®, Eucreas®, Icandra®, Zomarist®y Velmettia®) y glitazonas con
sulfonilureas(Tandemact®, Avaglim®)Estas formulaciones permiten tratar al mismo
tiempo varios aspectos patofisiolégicos de la dexbetipo 2. Por ejemplo, la
combinacion de glitazonas mas sulfonilureas permaitear a la vez la resistencia
periférica a la insulina y el déficit en su seabegBeaser y cols., 2007)
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PIOGLITAZONA'Y ROSIGLITAZONA

1. BIOQUIMICA

Pioglitazona y rosiglitazona, al esrelacionados quimica farmacologicament
conel resto de farmacos de su clase, contienen @b dipico tiazolidindiong(Perry y
Petrie, 1998) Sin embargo, rosiglitazona se diferencia delores glitazonas en qt
posee una cadena lateral aminopii(Henry, 1997; Young y cols., 1998)

PIOGLITAZONA ROSIGLITAZONA
[(+-)-5-[[4-[2-(5-¢€til-2- [(+-)-5-[[4-[2-(5-metil-2-
piridinil)etoxi]fenilimetil]-2,-4]  piridinilamino)etoxi]feniljmetiljmetil]-
tiazolidinadione 2,-4-] (2)-2butenedioato (1::

monohidroclorur

Formula C19H20N203S HCI C18H19N303S

molecular

Peso 392,90 daltor 357,43dalton:

molecular

Ambos farmacos se disuelven perfectamente en distds organicos, como
dimetilsulféxido (DMSO) y la N,l-dimetilformamida, son ligeramente solubles
etanol, muy poco solubles acetona y acetonitrilo, practicamente insolubleagua,
insolubles en éter.
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2. COMERCIALIZACION Y POSOLOGIA

—<0
Avandia\é

Maleato de
Rosiglitazona |

Figura 15. Comercializacion de pioglitazona (Actos®y rosiglitazona (Avandia®)

Ambas glitazonas estan indicadas para el tratamimipacientes diabéticos tipo
2, principalmente con sobrepeso:

En monoterapia:
En aquellos en los que no se alcanza un coattetuado con dieta y ejercicio y
gue no pueden recibir metformina por contraindmaeso intolerancia.

En doble terapia oral en combinacién con:

- Metformina, cuando no se consigue un contgiucémico adecuado
independientemente de la dosis maxima toleradaeti®mmina ermonoterapia.

- Una sulfonilurea, sélo en pacientes que presentaterancia a la metformina o
en los que la metformina esta contraindicada y @mén los que no se logra un
control glucémico adecuado independientemente deds maxima tolerada de
sulfonilurea en monoterapia.

- Pioglitazona también esta indicada en combinacim iosulina en aquellos
pacientes en los que el tratamiento con insulinparmite un control glucémico
adecuado y en los que no es apropiado el uso déormata, debido a
contraindicaciones o intolerancia.

En triple terapia oral en combinacién con:

metformina y una sulfonilurea, en aquellos pacemEn un control glucémico
inadecuado a pesar de la doble terapia oral.
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Pioglitazona

Actualmente la pioglitazona se comercializa cofAmbos®, una marca registrada por
Takeda Chemical Industries, usada bajo licencialps#ieda Pharmaceutical America y
Eli Lilly. Actos® fue aprobado en octubre de 200& pa Comision Europea para su
comercializacion valida en toda la Comunidad Euaope

ACTOS® esta disponible como comprimidos para administracoral, los
cuales contienen 15 mg, 30 mg o 45 mg de pioghtazadrocloruro (como
base). Se administra una vez al dia e indepermditnkas comidaseerlof y cols.,
2000)

Si se administra en combinacion con metforminaokigdes de 15 mg o 30 mg al
dia y se puede continuar con la dosis habitual eléonmina.

En terapia combinada con sulfonilurea también seirddtra 15 mg o 30 mg al
dia. Se puede continuar con la dosis habitual tferslurea, reduciéndose la
dosis de sulfonilurea si aparece hipoglucemia.

La Comision Europea permitio el uso de un nuevan&mo que combina la accién
de la pioglitazona hidrocloruro (Actos®) y metforraiHCI en julio de 2006 bajo el
nombre deCompetact® Se administra 2 veces al dia un comprimido demip
pioglitazona/850 mg metformina. Ambos farmacos posperfiles farmacocinéticos
similares, lo cual facilita una co-formulacion kgoévalente a su administracion por
separado. Sus diferentes, pero complementarios nisetas de accion, ejercen un
mayor control sobre la glucemia y reducen el riesggtabdlico y la enfermedad
cardiovascular asociada a la DM 2 respecto a sun&tracion en monoterapigeufert,
2006) También se comercializa la misma formulacién tEjmombre deGlubrava®
desde diciembre de 2007.

Ademas, esta aprobado el uso en Espafia de unanamidioi fija en un mismo
comprimido de pioglitazona (en forma de hidroclojuy de glimepirida a dosis 30
mg/2 mg 6 45 mg/4 mg, respectivamente. Este farrmaamnoce comdandemact®y
la Unién Europea aprobd su comercializacion enceder2007.

Rosiglitazona

La rosiglitazona, comercializada corAgandia® por Glaxo SmithKline Beecham, fue
aprobada como tratamiento en la diabetes tipo 2apdnion Europea en julio de 2000.

Se comercializa como comprimidos orales de 2mgg4ir8 mg de maleato de

rosiglitazona. El tratamiento con rosiglitazonasgele iniciar con 4 mg al dia y
se puede incrementar hasta 8 mg al dia si se tecesi mejor control
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glucémico. Se puede administrar una o dos vecdgaahdependientemente de
las comidas.

Se administra a dosis de 4 mg/dia en terapia cadhirton metformina o
sulfonilurea, manteniéndose el otro antidiabétie eleccion con su dosis
habitual.

En octubre de 2003 se aprobd el uso en Europadiglitazona y metformina
conjuntas en un solo farmaco. Este nuevo agentdiab#ético se comercializa como
Avandamet® por Glaxo SmithKline Beecham. Esta disponible aodigl diferentes: 1
mg/500 mg, 2 mg/500 mg, 2 mg/1000 mg y 4 mg/1000dmgaleato de rosiglitazona
y de hidrocloruro de metformina, respectivamentésMecientemente, en junio de
2006, también se aprobo el farmadwaglim® (Glaxo SmithKline Beecham) que
combina 4 mg/4 mg o 8 mg/4 mg de maleato de rosmgina y glimepirida,
respectivamente.

3. FARMACOC|NET|CA (Cox y cols., 2000; Eckland, Danhof, 2000; Hanefe2D01)

3.1. Absorcion
Pioglitazona

La pioglitazona se absorbe bien tras su adminiétraoral y las concentraciones
maximas se alcanzan en el higado, el plasma yi@h.riLa biodisponibilidad absoluta
media es del 83%, eld« (tiempo necesario para alcanzar la concentraciéxima) es
de 1,5 horas (limites 0,5-3,0) y la constante dmwmion se sitia entre 0,04 y 1,17/h.
Con dosis orales Unicas de entre 2 y 60 mgpla €oncentracion maxima plasmatica)
y el area bajo la curva (AUC) aumentan de maneealien relacién con la dosis. La
concentracibn maxima en suero oscila entre 1015903ng/ml correlativamente a la
dosis entre 2 y 60 mg. A dosis de 45 mg de piagiita la concentracion de
compuestos activos totales en suero es de 1865,8 69/ml.

Rosiglitazona

La absorcion de rosiglitazona también es rapidadgtigamente completa, con una
biodisponibilidad absoluta proxima al 99% despugadiministrar una dosis oral de 4 6
de 8 mg. Las concentraciones plasmaticas maximasosiglitazona se alcanzan
aproximadamente una hora después de la ingesta préoticamente proporcionales a
la dosis en el intervalo terapéutico. Rosiglitaz@iministrada a dosis de 8 mg/mi
alcanza una concentracion maxima en plasma de @@d en 0,75 horas. La Yy €l
parametro AUC aumentan de manera lineal las pren@d horas después de la
administracion para luego disminuir exponencialreéos$ 21 dias siguientes.
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3.2. Distribucioén

Tanto la pioglitazona como la rosiglitazona se umenforma amplia a las
proteinas plasmaticas tanto en los animales comel eer humano (fraccion libre
3%). Ademas la fijacién a proteinas séricas espedeiente de la concentracion del
farmaco para valores comprendidos entre 0,0ug/Bl. El volumen de distribucion de
la pioglitazona es de 0,253 I/kg y de la rosightaa de 14 litros, debido a la notable
fijacion a proteinas séricasy7%).

3.3 Metabolismo
Pioglitazona

Pioglitazona sufre un metabolismo hepético sigaifi® por hidroxilacion de los
grupos metileno alifaticos para formar tres metéol(denominadod-1, M-Il y M-
IV), por oxidacion del grupo metilo para formar atmetabolito M1-V) y por oxidacién
de un metabolito (M-IV) que después se transformate metabolito diferenté-V).
Aunque el compuesto original tiene una vida medtaagroximadamente 9 horas,
existen dos metabolitos activos (M-1ll y M-1V) quentribuyen a ampliar sus efectos
hipoglucemiantes al poseer una vida media supaf@idel compuesto original.

En el metabolismo de pioglitazona intervienen rplés isoenzimas del citocromo P450
hepético. Pioglitazona, a diferencia de troglitazaro inhibe ninguna de las isoenzimas
del citocromo P450 que intervienen en el metabdaista los farmaco§Yamazaki y
cols., 2000) Esto sugiere que pioglitazona puede tener un pialede interacciones
escaso.

Rosiglitazona

Rosiglitazona se metaboliza principalmente en ghdd y el farmaco original se

excreta modificado. Todos los metabolitos circidanson considerablemente menos
potentes que el compuesto original. Por tanto,ng&rdbable que contribuyan a la

actividad de sensibilizacién de la insulina deglitsizona. En concreto en el hombre,
rosiglitazona tiene 16 metabolitos.

Las principales vias de metabolismo son N-desnoéiilae hidroxilacion seguidas de
conjugacion con sulfato y acido glucurénico. Seaheliza predominantemente por la
isoenzima 2C8 del citocromo P450 (CYP), mientras guCYP 2C9 sélo contribuye
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como una via menor. Al igual que pioglitazona, glitsizona tiene un escaso poder de
interaccion significativo a nivel metabdlico cors loompuestos metabolizados por las
isoenzimas del citocromo P450, al no inhibirlasgigativamente.

3.4. Eliminacion
Pioglitazona

En humanos, tras la administracion por via orgbidglitazona radiomarcada, la mayor
parte de la dosis marcada se recupero en las (%38 y en menor medida en la orina
(45%). La semivida media de eliminacion plasmatieda pioglitazona inalterada es de
cinco a seis horas y para el total de sus metabdaittivos de 16 a 23 horas.

Rosiglitazona

El aclaramiento plasmatico total de rosiglitazorsa aproximadamente 3 I/h y la
semivida de eliminacion de rosiglitazona es aprexiamente de 3 a 4 horas. La via
principal de eliminacion es la urinaria (cerca ds tercios de la dosis se eliminan por
esta via), mientras que la eliminacién fecal ctungti un 25%. No se excreta el farmaco
inalterado en orina o heces vy la rosiglitazona adepe recirculacion biliar. El rasgo
mas caracteristico de la excrecion de rosiglitazon&aumanos es el largo periodo de
tiempo en que ocurre respecto a la rata y el pEmaestas especies pre-clinicas tras 48
horas, del marcaje radiactivo se recupera el 98d¥%on y cols., 1996) Sin embargo, en el
hombre solamente el 35 % del farmaco administraloesupera en 48 horas y es
necesario esperar hasta una semana para recujp@@a¥ee Este prolongado tiempo de
eliminacion se debe a la elevada tasa de uniéroteipas plasmaticas y la tasa de
eliminacién muy lenta de sus metabolitos.

3.5. Farmacocinética en grupos de riesgo

La farmacocinética de pioglitazona y rosiglitazemadifiere significativamente
en los voluntarios sanos y en los diabéticos tipha2edad y el sexo no ejercen un
efecto significativo en la farmacocinética de aml#azonas y no existen diferencias
entre razas.

No se ha observado ninguna diferencia clinicamesigmificativa en la
farmacocinética de rosiglitazona en los enfermasinsuficiencia renal o enfermedad
renal terminal sometidos a dialisis cronica. Lasicemtraciones plasmaticas de
pioglitazona y sus metabolitos son menores en p@decon insuficiencia renal que las
observadas en individuos con la funcion renal nar8ia embargo, la concentracion de
pioglitazona libre (sin union a proteinas plasnajcse mantiene intacta.
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En insuficiencia hepética, aumenta el volumen deitducion de la pioglitazona y
la Cnax de rosiglitazona.

4. SEGURIDAD Y TOLERANCIA

No es necesario un ajuste de dosis de ambas glgazen pacientes con
insuficiencia renal, los tratados con hemodialsias personas de edad avanzada. No
deben utilizarse en pacientes con insuficienciatiegn, embarazadas, ni en menores de
18 afos.

Los principales efectos secundarios provocados ebrtratamiento con
pioglitazona y rosiglitazona son una retencion ldedd (normalmente se manifiesta
como edema periférico) y un aumento en la graszuséibea. Estos dos efectos
secundarios contribuyen a la ganancia de pesatgie ocurre con el tratamiento de
glitazonas. La ganancia de peso es un efecto de dilas glitazonas que aparece tanto
en monoterapia, como en terapia combinada. Suelerse ganancia de 3-4 kg que
ocurre durante los 6 primeros meses de tratamigr@® mas pronunciada cuando se
combinan las glitazonas con sulfonilureas o insw(lResenblatt y cols., 2001; Raskin y cols.,
2001)

Aunque el mecanismo por el que se produce el edietlaaia no esta claramente
dilucidado, resultados obtenidos in vitro y connaalies sugieren gue la activacion de
los receptores PPAR-estimulan la reabsorcion de sodio en el tubuldalide la
nefrona(Guan y cols., 2005) El riesgo de aparicion de edema también aumearialec
adicion de insulina a la terapia combinada. El edlessociado a la terapia con
glitazonas puede causar o agravar el edema matialaético y el fallo cardiaco. En
Europa, debido a esto, el tratamiento con piogitaz y rosiglitazona esta
contraindicado en pacientes con fallo cardiacouatgaier estado.

Otro efecto secundario que se ha observado aso@hdsso de estas dos
glitazonas es una reduccion en el nivel de mareadde la formacion del hueso y en el
depdsito de minerales en mujeres postmenopausieasdyabéticos ancianos varones
(Kahn y cols, 2006; Berberoglu y cols., 2007; Glintrg y cols., 2008; Vestergaard, 2009)Sin
embargo, la mayoria de fracturas se producen déwirakero, la mano o el pie, sitios
diferentes a los asociados a la osteoporosis paosfraasica.

Troglitazona, la primera glitazona comercializafi®, retirada del mercado en el
afio 2000 por provocar toxicidad hepatica sevenma.eBibargo, los datos disponibles
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hasta la actualidad sugieren que la hepatotoxicifath troglitazona es especifica de
ese farmaco y no se trata de un efecto de clase.

5. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accién de las glitazonas se bada enién a los receptores
nucleares PPAR que se expresan principalmente en el tejido adipdonde actian
principalmente las TZDgemple y cols., 2006)Al contrario que ocurre con la mayoria de
farmacos y drogas, las glitazonas no actian ungndaeceptores de membrana, sino a
factores de transcripcion en el nudcleo celular. I[Bncélula, PPAR forma un
heterodimero con el receptor del acido retinoic¥RIR La union y activacion de las
glitazonas provoca un cambio conformacional enetérdodimero, los complejos co-
represores se liberan y el complejo PRAXR se une a elementos de respuesta
(PPRE) en aquellos genes diana donde van a madsficéranscripciér{Schoonjans y
cols., 1997)

el efecto neto total que producen en el tejido @sbpa largo plazo es la
diferenciacion de los (pre)adipocitos, los cuales & captar triglicéridos mas
rapidamente y no producen lipolisis. Por lo tatas, glitazonas disminuyen el
nivel de acidos grasos libres que indirectamenti®aata captacion de glucosa
por el musculo esquelético. Basado en su mecaniamaccion, se explica el
aumento de peso asociado al tratamiento con las,;T@facias al aumento en la
cantidad de grasa subcutanea. No obstante y deafamny interesante, esta
ganancia de peso se correlaciona directamente @&odisiminucion en la
resistencia a la insulina. Esto se explica por @hb de que las TZDs
disminuyen la cantidad de grasa en tejidos peciiéricomo el higado y
musculo esquelético, por la tanto, el tratamierdn glitazonas provoca una
redistribuciéon de la grasa desde zonas visceraeb@utanea®@ays y cols., 2004)
Asi, el tratamiento a largo plazo con glitazonakioe la resistencia periférica a
la insulina en muasculo esquelético (activando lptac@én de glucosa) y en
higado (inhibiendo la producciéon enddégena de ghiqusr gluconeogénesis)
(Natali y Ferranini, 2006).

La afinidad de las glitazonas por el receptor PPR&tia segun cual sea el tipo de
glitazona: la rosiglitazona es la que posee mafiardad por el receptor, diez veces
mas que la pioglitazona, cuya afinidad es 10 veapsrior a la de la troglitazona. Esta
diferente afinidad por PPARrelaciona con su actividad biologica y explica las
diferencias existentes entre las TZDs en cuanto efisacia, seguridad y posologia:
troglitazona al poseer la afinidad por PRARas pequefia es la que se administra en
mayor cantidad (400-600 mg/di@guner, 2002)
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Pioglitazona también es capaz de unirse y activiaceptor PPAR (aunque con
menos afinidad que la que tiene por PRARIientras que la rosiglitazona no posee esta
caracteristicaSmith U, 2001)

Junto a estos efectos via PRARIioglitazona y rosiglitazona también ejercen su
accion independiente de la activacion de PPAkediante los denominados efectos
directos agudos Este tipo de accion de las glitazonas se ha iaesimdnenos en
relacion a las acciones mediadas por la activad®®PPAR, ademas existen pocas
publicaciones recogidas en la literatura cientifiaste respecto.

I

-
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# Ingreso de Glucosa: M GLuT4 \
4 Sensibilidad a insulina: 4 Ingreso y aimacenamiento

ipi FFAs
ACRP30 de lipidos: il CD36, FATP L 2 ) .
# Liberacion de energia: [l GyK, UCP2, UCP3 ¥ Insulino resistencia:
Regulacion de factores secretores Ml # ACRP30, # TNFu, Lepting TNFo
4 Sensibilidad a Insulina:
ACRP30

TZDs

4 Ingreso y almacenamiento de lipidos; CD36 <0,
4 Liberacian de eneMpz \

+ Gluconeogénesis: 4 Oxidacion de glucosa:

¥ PDK4

Figura 16: Esquema de las acciones metabolicas de lglitazonas en sus tejidos diana (tejido
adiposo, musculo e higado) y la interrelacién quexiste entre ambos

ACRP 30: adiponectina; CD36: cluster differentationi#geptor de trombospondina); FATP: protein transglora

de acidos grasos; FFAs: acidos grasos libres; @lierol quinasa; GLUT-4: transportador de glucdspendiente

de insulina en el tejido adiposo y miusculo: PDKé&uyato deshidrogenasa quinasa, isoenzima 4; PEPCK:
fosfoenolpiruvato quinasa; TNF: FNiT-factor de necrosis tumoral-UCP-2 y -3: proteina desacoplante 2y 3
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6. EFECTOS ANTIDIABETICOS

Las glitazonas son tan efectivas como los demésaf@s que tradicionalmente se
han utilizado en el tratamiento de la DM 2 (metforany sulfonilureas), a la hora de
alcanzar y mantener un adecuado control glucén@mono parametros de eficacia
antidiabética se emplean principalmente los nivaleshemoglobina glicosilada
(HbAlc) y deglucosa plasméatica en ayunas (FGP)La hemoglobina glicosilada es
producto de una reaccion lenta, no enziméticaewersible, entre la hemoglobina y la
glucosa sanguinea. Esta reaccion esta directamaatéonada con las concentraciones
de glucosa en sangre y tiene en cuenta que lanvetha de los eritrocitos es de 120
dias. En condiciones normales, la hemoglobina gjlada refleja la glucemia media del
organismo durante los 2-3 meses anteriores alsaNose ha conseguido un buen
control glucémico cuando los valores de la HbAln saperiores al 8% y los de
glucosa plasmética en ayunas a 126 mg/dl. Ambdazghas reducen estos dos
parametros, de forma dosis dependiente, de maneraimilar:

A la dosis que normalmente se prescriben en d@i®tipo 2 (30 mg/dia para
pioglitazona y 2 mg/dia para rosiglitazona) redueedbAlc un 0,8% y 0.9 % y
los niveles de FGP un 3,22 mmol/L y 3,19 mmol/lspectivamentéLebovitz y
cols., 2001b; Aronoff y cols., 2000)

Aunque las TZDs no estan indicadas como tratamieetgprimera eleccion,
algunos estudios han puesto de manifiesto la ideattbducirlas de forma temprana en
la terapia antidiabética, tanto en monoterapia cemeerapia combinada, para retrasar
las futuras complicaciones de la enfermedad. EtddriKingdom Prospective Diabetes
Study (UKPDS) demostro que el tratamiento tradigiate la diabetes tipo 2 con dieta,
sulfonilureas, metformina o insulina no logra quésndel 50 % de los diabéticos
obtengan un adecuado control glucémico en 3 af@loy 9 aflos este porcentaje decae
hasta el 25 %(Turner y cols., 1999) Mientras que en numerosos estudios en los que se
comparado la eficacia de las TZDs respecto a lldsndureas y la metformina se ha
comprobado que aunque todos los antidiabéticosxceadan un afio de tratamiento la
HbAlc de manera muy similar, solamente las glitagoson capaces de mantener este
control glucémico a mas largo plag@hn y cols., 2006; IDF Clinical Guidelines Task Brce,
2006) Este cualidad de las glitazonas puede debersecapacidad que poseen para
retrasar la pérdida de la masa de célflasncreéticas ymejorar la sensibilidad a la
insulina en tejido periféric@arnett, 2009)

6.1. Efectos sobre el metabolismo de glucidos

Las glitazonas mejoran la hiperglucemia en la DMI 2educir los niveles de
glucosa en plasma, activando la utilizacion pedé&ide glucosa y disminuyendo la
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produccion hepatica de glucosa. El efecto conatettas glitazonas sobre las cascadas
enzimaticas implicadas en el metabolismo de losidb& (glucdlisis, gluconeogenesis,
metabolismo del glucégeno, efecto regulador detagdn y la insulina y la ruta de las
pentosas fosfato) no se ha investigado profundamens escasos estudios que existen
a este respecto fueron realizados en Japon duemtécada de los noventa con las
glitazonas que primero se descubrieron (englitazoiggitazona y troglitazona). En
estos experimentos iniciales se investigd su efadtirgo plazo sobre algunas de las
enzimas implicadas en el control de este tipo déalodsmo en tejido adiposo,
musculo e higado. Los unicos experimentos queezxisbbre las acciones hepaticas
directas de las TZDs, independientes de la actimade PPAR, se realizaron con
hepatocitos en incubacién o higado perfundido.

Nishimura y sus colaboradores demostraron que ifaagha actia muy
rapidamente y de forma dosis-dependiente (1-10 uiilhiendo la gluconeogenesis en
higado perfundido procedente de ratas controlesayemas. Estos investigadores
también observaron que pioglitazona aumenta eleoaid hepatico del metabolito
fructosa-2,6-bisfofato (F-2,6-bP). Este metabol® un activador alostérico de la
enzima glucolitica fosfofructoquinagsishimura y cols., 1996) En modelos animales de
DM 2 (ratas o ratones obesos), el tratamiento goglitazona durante varios dias (a
largo plazo) inhibe la gluconeogénesis y activgliacolisis hepaticas a traves de las
enzimas glucosa-6-fosfatasa, glucoquinasa y fosfpgovato carboxiquinasa
(Sugiyama y cols., 1990; Hofmann y cols., 1992)a disminucion de la expresion de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa que ejerce piagbha es dependiente del efecto de
adiponectina, a través de la activacion hepatitargo plazo de la AMPK (quinasa
activada por el AMP)Kubota y cols., 2006) En ratas Zucker, rosiglitazona también
aumenta la expresion de la enzima fosfoenolpirugarboxiquinasa a largo plazo en
tejido adiposo y muscular, pero a diferencia deglgzona, no ejerce ningun efecto
sobre esta misma enzima a nivel del hig&oblana y cols., 2001) Sobre ratas con
resistencia a la insulina inducida por una dieta @n fructosa, rosiglitazona disminuye
la expresion de las enzimas glucosa-6-fosfatasasfoénolpiruvato carboxiquinasa,
aumentadas ambas por este tipo de @veitav y cols., 2009)

6.2. Efectos sobre el metabolismo de lipidos

Las glitazonas reducen la dislipidemia asociadaradistencia a la insulina de la
DM 2. El perfil dislipidémico de la DM 2 se caradta por niveles elevados de
triglicéridos, niveles bajos de colesterol unidgaproteinas de alta densidad (HDL-C)
y por la presencia de lipoproteinas de baja dedgidBL). Estas particulas LDL son
susceptibles de oxidarse y transformarse en agdafénos capaces de iniciar la lesion
ateroesclerotica. Los efectos favorables de lamoltidindionas sobre componentes
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importantes de la dislipidemia diabética contribugereducir el riesgo cardiovascular
entre pacientes diabéticos tipgRalle y cols., 2002)

Las mayores diferencias que se han encontrado msiggitazona y pioglitazona
corresponden al diferente efecto que poseen solperfd lipidico. Ambas glitazonas
contrarrestan la dislipidemia diabética aumentdodmiveles de HDL-C (pioglitazona
con mas fuerza) y la concentracion de particulak [ mayor medida rosiglitazona
respecto a pioglitazona), pero solamente pioglitazaisminuye los triglicéridos
circulantes(Goldberg y cols, 2005) En general, la composicion de LDL se vuelve menos
aterogénica tras el tratamiento con pioglitazonenifas pioglitazona no tiene ningin
efecto sobre el nivel de colesterol total, rosigiitna lo aumenta. Por lo tanto, los
resultados de los estudios realizados sugierenetjegecto de pioglitazona sobre el
perfil lipidico es mas favorable que el de rosagidnaHerz y cols., 2003; Chiguette y cols.,
2004, Deeg y cols., 2007)La posible explicacion propuesta para esta difeeeentre
rosiglitazona y pioglitazona es la capacidad geweetipioglitazona de activar el receptor
PPAR<¢, mas implicado en el control del metabolismo ligpdque la formay (Qin y
cols., 2007)

Recientemente se ha demostrado que el conteni@b@péatico de triglicéridos es
uno de los factores predictores de resistencidépea a la insulina mas importantes
(Korenblat y cols., 2008) Las glitazonas promueven el trasvase de lipigssi@ el higado
y musculo hacia el tejido adiposo gracias a lavactdon en el tejido adiposo de la
lipoproteinlipasa, la proteina transportadora dda&cgrasos, la translocasa de acidos
grasos y el receptor de particulas LDL oxidadad, ks glitazonas al disminuir la
cantidad de triglicéridos en musculo e higado, autamela sensibilidad de estos tejidos
a la insulingMayerson y cols., 2002; Bajaj y cols., 2003)

6.3. Resistencia a la insulina

Las glitazonas se comercializan como agentes ah#@tcos sensibilizadores a la
accion de la insulina. Como tales, por un lado aniarela toma de glucosa por tejidos
periféricos y por otra parte disminuyen el contenah grasa en higado y musculo,
ademas mejoran la produccion endogena de glucpsaitee mediada por insulina.

Uno de los mecanismos mas importantes a travésudllas tiazolidindionas
mejoran la sensibilidad a la insulina consiste e @lteran la produccion de
adipocitocinas en el tejido adiposo. Aumentan sieséidmente la produccion de
adiponectina (mejora la sensibilidad a la insujin@osee propiedades antiaterogénicas)
y también reducen la secrecion de las adipocitscopze debilitan la accion de la
insulina (TNFe y resistina)(Greenfield y cols., 2004; Bajaj y cols., 2004; Gtsdelli y cols.,
2007)
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6.4. Funcion y estructura pancreatica

Las glitazonas son capaces de prevenir el comigaza DM 2 6 una vez que ésta
se ha establecido, retrasan su progresion hacianfeemedad dependiente de insulina,
al preservar la estructura y funcion de las célfilael pancreas. Las glitazonas actuan
sobre la lipotoxicidad y el depdsito amiloide pdifiales para las célulgs-Cuando se
trata con pioglitazona o rosiglitazona modelos ahés diabéticos tipo 2, las célulgs-
liberan mayores niveles de insulina y sufren unanglacion (evidencia de una
reduccion en el estrégfFinegoog y cols., 2001; Diani y cols., 2004Ambas glitazonas
protegen a las célulgsde la pérdida de la masa celular por apopt@sispbell y cols.,
2007; Zeender y cols., 2004)Jna relacion pro-insulina respecto a insulinaadia después
de las comidas indica una pérdida de la masa cdlultanto pioglitazona como
rosiglitazona disminuyen esta proporcion en diagbéttipo 2, reduciendo el estrés que
sufren las célulag-en esta patologi@valle y cols., 2004; Wallace y cols., 2004)

6.5. Efecto sobre la composicién corporal

La ganancia de peso de 2-4 kg asociada al tratéondgn la diabetes con las
glitazonas se explica de acuerdo a su mecanisragdi@n. Sin embargo, curiosamente
esta ganancia de peso discurre paralelamente camejlara en la sensibilidad a la
insulina. Esto se explica por el hecho de que ldazgnas mas que provocar un
aumento de la masa grasa, lo que desatan es usigiledion de la grasa desde la zona
visceral a la zona subcutanea, disminuyendo asflép®sitos de grasa del higado y
musculo (Tack y cols., 2006) Ademas, remodelan el tejido adiposo e inducen su
diferenciacion mediante el reemplazo de adipoai@des y voluminosos por pre-
adipocitos pequefios y mas sensibles a la ins(Hiramarstedt y cols., 2005)

7. EFECTOS DIRECTOS

Pioglitazona es un agonista de PPyR-ejerce la mayoria de sus efectos a
través de su activacion. Sin embargo, también ejefectos directos independientes de
la activacion de PPAR-los cuales practicamente no se han estudiadasteaxpocas
referencias en la literatura al respecto.

Troglitazona actua sobre el metabolismo en eklasesquelético de una forma
directa, aguda e independiente de la activaciofPi@ARy. Al igual que las demas
TZDs, inhibe la oxidacion mitocondrial en muascukgeelético aislado en un corto
periodo de tiempo. Esto supone que se trata déeatoeéndependiente de la expresion
de genes mediada por PPARBrunmair y cols., 2001) En modelos experimentales de
ratas sanas, una dosis Unica de pioglitazona aam@ptdamente la expresion de
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proteina-3-desacoplada (UCP-3) en musculo esqueléislado in vitro. Este efecto se
asemeja a la respuesta aguda frente a ejercimo {@unmair y cols., 2004a)

Pioglitazona afecta directamente la funciénagecélulas vasculares humanas:
proliferacion, ciclo celular, expresion de protasinaliberacion de lactato;
independientemente de la activacion de PRAR-del origen de las células vasculares
(Artwohl y cols., 2005a) También tiene la capacidad de reducir de mariezatd, tanto la
apoptosis endotelial como la expresion de la pmatede choque térmico Hsp-60
(Artwohl y cols., 2005b) En modelos animales hipertensos, pioglitazonafodma
espontanea provoca un efecto antihipertensivo rdegiar un efecto directo vasopresor
y una vasodilatacion emparejada a la sensibilidadresulina(vermay cols., 1998)

8. OTROS EFECTOS FISIOLOGICOS

8.1. Estrés oxidativo

Las glitazonas ejercen una actividad intracela@atioxidante al bloquear
distintos mecanismos que en condiciones hiperglizcees generan estrés oxidativo.
Pioglitazona y rosiglitazona inhiben la enzima @xiditrico sintasa y reducen la
produccion de peroxinitrito y anidén superdxido evedsos tipos celulares (adipocitos,
células endoteliales, células mesangiales), modelosnales de DM 2, otras
enfermedades (artritis reumatoide, infarto de nritioqa y también en pacientes
diabéticos humanqgsiehta y cols., 2003; Da Ros y cols, 2004b; Calkjncols., 2005) El estudio
DREAM demostré este efecto antioxidante de rosigtiha en diabéticos humanos, que
curiosamente, es AMPK-dependiente e independienta dctivacion de los receptores
PPAR<« (DREAM trial, 2006; Ceolotto y cols., 2007)

8.2. Efectos cardiovasculares

8.2.1. Efecto anti-inflamatorio

Las glitazonas inhiben la activacion de los magaay disminuyen la expresion
de citocinas inflamatorias y su liberacion por @ate monocitos y macrofagos. Entre
otros marcadores pro-inflamatorios, reducen loslas/ plasmaticos de la proteina
guimiotactica de monocitos (MCP-1), la proteinai-fibtinolitica, el inhibidor del
activador del plasminégeno (PAI-1), moléculas déeaidn endotelial (ICAM-1) y
metaloproteinasas de la matriz (MMP@)ckinghan RE, 2005; Consoli y Devangelio, 2005)
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Las propiedades antiinflamatorias de los ligandesP®PARYy, entre ellos las
glitazonas, también pueden ser utiles para el miat#o de las enfermedades

inflamatorias de las vias respiratoriaslvisi y cols., 2006)

8.2.2. Funcién endotelial

Pioglitazona y rosiglitazona frenan la proliferacip diferenciacion de las células
endoteliales, a la vez que inhiben a los macré6fagpamoso@vicGuire e Inzucchi, 2008)
Dos ensayos clinicos, CHICAGO Y PERISCOPE, han d&rado el efecto positivo de

la pioglitazona sobre la aterosclerosis en diabgtipo 2(Mazzone y cols., 2006; Nissen y
cols., 2008)

8.2.3.Eventos macro-vasculares

El estudio PROactive es el ensayo clinico a larfigagmas largo, grande y
completo realizado hasta la actualidad en paciedigiséticos tipo 2 tratados con
pioglitazona, cuyo objetivo consistidé en examirlafecto de pioglitazona a largo plazo
sobre los eventos macro-vascula@srbonnel y cols., 2004) Gracias a este estudio se ha
comprobado que pioglitazona reduce significativaeean un 16 %, la incidencia del
infarto de miocardio y la apoplejia. Sin embargogekcaso de rosiglitazona todavia no
existen ensayos clinicos cardiovasculares a latgmofinalizados y completos. Los
insuficientes ensayos de que se disponen arroguitados contradictorios sobre la
seguridad del tratamiento con rosiglitazona. Nigseus colaboradores han relacionado
el tratamiento de rosiglitazona con un aumentaaendidencia de infarto de miocardio
y de muerte asociada a problemas cardiovascul€isssn y Wolski, 2007) Sin embargo,
el riesgo cardiovascular posiblemente asociad@tdrmiento con rosiglitazona no se ha
ratificado en otros estudigsianley y cols., 2008; Kahn y cols., 2010)A causa de esta
enorme controversia que existe sobre la seguridetiaca de rosiglitazona, la Agencia
Europea para la Evaluacion de Medicamentos y laiAidtracion Estadounidense de
Alimentos y Medicamentos han restringido su usadiaéticos tipo 2 hasta que se
dispongan de ensayos cardiovasculares a largo filaakizados(Wong y cols., 2009;
Goldfine, 2008)
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Figura 16. Cascada de sefializacion celular que cameke al efecto antiaterogénico
y sensibilizador a la accion de de las glitazonasiediante activacion de PPARy

FNT-a: Factor de necrosis tumoral-MMP: Metaloproteinasas de la matriz extracelul@x-LDL: Particulas LDL
oxidadas; PAI-1: Factor inhibidor de la activacidel plasmindgeno; PPARg: PPARRXR: receptor del acido 9
cis-retinoico

8.3. Efecto sobre la quinasa dependiente del AMP APK)

Aunque se ha demostrado que pioglitazona y rosaglita activan la AMPK,
existe una gran variabilidad entre las dosis ypel tle glitazonas cuando se trabaja con
lineas celulares, modelos animales o paciente<titab tipo 2. Cuando se trata de
cultivos celulares (células musculares, fibroblasyo células del tabulo renal),
glitazonas principalmente activan la AMPK mediami@canismos muy rapidos e
independientes de la activacion de los receptdP@sR (Fryer y cols., 2002; LeBrasseur y
cols., 2006; Turturro y cols., 2007) No obstante, estas dos glitazonas también tiéamen
capacidad de activar a largo plazo la AMPK en &glds sensibles a la accion de la
insulina (tejido adiposo, higado y musculo) en aié® experimentales y en diabéticos
tipo 2 (Sahay cols., 2004; Coletta y cols., 2009)
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8.4. Nefropatia diabética

No existe cura para la nefropatia diabética, sitbaggo, si existen algunas
estrategias que atenuan el deterioro progresivia diencion renal en la diabetes. Las
tiazolidindionas mejoran la fibrosis tubulointecsd, la albuminuria y la
glomeruloesclerosis en modelos animales con ndfeoganto diabética, como no
diabética (Weissgarten y cols., 2006; Toblli y cols., 2009)En pacientes humanos con
nefropatia diabética, estos antidiabéticos tamba@rigen la albuminuria y confieren
beneficios cardiovascularégang y cols., 2009)

8.5. Glitazonas y psoriasis

Los receptotes PPARse expresan en los queratinocitos humanos y las
glitazonas a través de su activacion inhiben silifgracion. Se han realizado varios
ensayos clinicos en los que se demuestra la efidacpioglitazona en el tratamiento de
la psoriasigShafiq y cols., 2005; Robertshaw y Friedman., 2095

8.6. Sindrome de ovario poliquistico

La obesidad, la resistencia a la insulina y ilgetinsulinemia tipicas de la
diabetes mellitus tipo 2 estan relacionadas cdripgrandrogenismo que se origina en
el sindrome de ovario poliquistico (PCOS). Piogbtaa y rosiglitazona, al igual que
otros agentes sensibilizadores a la accion desldima como la metformina, mejoran la
ovulacion, la hiperinsulinemia y el hiperandrogemsen mujeres que padecen PCOS
(Brettenthaler y cols., 2004; Cataldo y cols, 200&jarsing Rao y cols., 2009)

8.7. Efecto sobre la esteatohepatitis no alcohdli¢cBHNA)

La esteatohepatitis no alcohdlica es una enfgaoherdnica del higado para la
gue no existe, hasta la actualidad, una teraptazfiGeneralmente esta patologia suele
progresar a fibrosis, cirrosis y cancer. La resigtea insulina es uno de los grandes
factores de riesgo implicados en la patogénesestieenfermedad. La capacidad de las
glitazonas de disminuir el depdsito de grasa erhighdo y sus acciones anti-
inflamatorias han propiciado que se empleen acemtiencomo terapia de eleccion de
esta enfermedad. Tanto pioglitazona como rosiglitazen pacientes diabéticos y no
diabéticos con enfermedad del higado graso, naramalila funcion hepatica,
disminuyen el depdsito graso en el higado y mejeimgmificativamente el dafio celular
de los hepatocitos, la inflamacion parenquimal fitdieosis (Shadid y cols., 2003; Promrat y
cols., 2004; Belfort y cols., 2006; Aithal y cols2008: Ratziu y cols., 2010)El mecanismo de
accion mediante el cual las glitazonas actuan dremtla EHNA no ha sido
completamente dilucidado, pero si se ha demostnjagodepende de la accion de la
adiponectina sobre el higagm Silva Morais y cols., 2009)
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8.8. Efecto sobre el sistema nervioso

Aunque apenas se ha investigado el efecto dgli@zonas sobre el sistema
nervioso, si se han obtenido resultados positivosletratamiento de la esclerosis
multiple y Alzheimer en animales de experimentacidiumanos, que dan pie a
investigaciones futuras y ensayos clinicos a méag lalazo (Escribano y cols., 2009)
Pioglitazona modifica el metabolismo y la funciéiiaoondrial en astrocitos en cultivo,
protegiéndoles de una muerte celular inducida ppodhucemia(Dello Russo y cols.,
2003) Sobre pacientes con esclerosis multiple y Alzleejmosiglitazona y pioglitazona
poseen efectos neuroprotectores, mejorando la niemgola capacidad cognitiva y
reduciendo la activacion glial y la atrofia de lateria gris(Sato y cols., 2009: Kaiser y
cols., 2009) Incluso la rosiglitazona ha superado un ensaymicol en fase Il para
conseguir su autorizacion en el tratamiento deh@ilner(Risner y cols., 2006)

8.9. Efecto anticancerigeno

Todas las glitazonas poseen efectos antiprolifersti antiangiogénicos y
proapoépticos. Esto supone un posible efecto tetmpélcontra el cancer muy
prometedor, aunque esta cualidad se ha investigadolos udltimos afos y
principalmente en lineas celulares cancerigenas anenales de experimentacion. Es
necesario, por tanto, una investigacion en el hempara ratificar su efecto
anticancerigen(knapp y cols., 2006) Se ha comprobado su accién sobre lineas celulares
cancerigenas humanas muy variadas y gracias a tsulicesse ha descifrado
parcialmente el mecanismo de accion de las glieza@obre el ciclo celular y la
apoptosis que interesantemente, en muchos casmslependiente de la activacion de
los receptores PPAIR¢Blanquicett y cols., 2008)

En pacientes humanos se ha ensayado una tergbeadeei pioglitazona junto con
rofecoxib y trofosfamida contra el angiosarcomag mpsulta eficaz, barata, practica y se
tolera sin riesgo algun@vogt y cols., 2003) También se ha comprobado la eficacia
anticancerigena en lineas celulares de cancerd® grmimano de la combinacion de
rosiglitazona con otros agentes, como los ligandiglsreceptor del acido retinoico
(Bonofiglio y cols., 2009)

~71 ~



VSO DF IA TECNICA DF PERiFVSION DF CELVIAS HEPATICAS DF RATA EN IA
INVESTIGACION DF IAS ACCIONES METABOLICAS Y MiTOCONDR iALES DiR FCTAS
DE DOS TiAZOLINDIONAS, PiOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA

M2 de las Nieves Sanz Garcia

MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos: animales

|. Animales: Tipo y Alimentacion

Para la realizacion del presente trabajo sézarbn ratas machos (para
evitar las variaciones metabdlicas de origen hoat)ote raza Wistar con pesos
comprendidos entre los 250 y 300 gramos, proceslelatecasa Charles River
(Francia) y posteriormente procreados en el anioadkel Edifico Departamental de
la Universidad de Salamanca.

Los animales fueron alimentados a base de una es¢dadarizada (Harlan
Global Diet 2014, Italia), cuyo analisis es el site:
- Agual2 %
- Proteina cruda 14,5 %
- Grasa cruda 4%
- Fibra4,5%
- Ceniza4,7%
- Carbohidratos (disponibles)
Almidén 51,2 %
Azucar 4,3 %
- Complemento vitaminico-mineral 4,8 %

Los ingredientes de esta dieta incluyen sahdaltrigo, trigo, maiz, gluten
de maiz, carbonato de calcio, aceite de soja,ttosfadi-calcio, cloruro de sodio, L-
Lisina, D,L-Metionina y oxido de magnesio. Ademéae safiadieron como
complemento vitaminico-mineral: vitaminas Ag, [E, K, Bi, B, Be, Biz, niacina,
acido a-pantoténico, acido folico, biotina y colina, h@rmanganeso, cinc, cobre,
cobalto, yodo y cromo.

Los animales tenian libre acceso tanto al agua camalimento. Se
mantuvieron en una habitacién a temperatura y hathedntroladas, dotada de un
sistema de iluminacion regulable que establecieiala de luz/oscuridad (12h/12h)
constante. En la mayoria de los experimentos prades en este trabajo, las ratas se
sometian a ayuno durante las 24h anteriores atiexg@o para agotar el glucogeno
hepatico y estudiar unicamente el efecto de lodrains exdgenos sobre el
metabolismo. Los animales tenian libre acceso @ agmbién durante este periodo
de ayuno. Los animales fueron tratados, en todo enton cumpliendo con las
condiciones para la ética en el tratamiento y lpedrmentacion dictadas por la
Union Europedbirectiva 86/609/CEE relativa ala proteccion de los animales utilizados para

la experimentacion y otros fines cientificoy) por el Gobierno Espafi@ley 32/2007, del 7 de
noviembre, para el cuidado de los animales en sipletacion, transporte, experimentacion y
sacrificio; esta ley pretende dar cobertura Real Decreto 1201/2005, del 10 de octubre, sobre la
proteccién de los animales utilizados para la expeentacion y otros fines cientificogjue regula

directamente la investigacion animal;B.O.E. del 21 de Octubre de 2005)
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Material y Métodos: técnicas experimentales

Il. Técnicas Experimentales
1. Aislamiento de hepatocitos

1.1. Principio

Los hepatocitos se aislaron segun la técnica dey Befriend(Berry y Friend,
1969) modificada por Groen y colaboradofesoen y cols., 1982) Esta técnica se basa
en una digestion enzimatica selectiva de los esldeecolageno intercelulares. El
higado se perfunde en dos etapas: primero con oh&i@ Krebs sin calcio
(SOLUCION 1), y después con una soluciéon Krebs epriene calcio (SOLUCION
I) y ademas colagenasa (SOLUCION Il1). La ausenighcalcio en la SOLUCION
| de perfusion altera las uniones intercelularegs (gpo desmosoma) cuyo
funcionamiento es calcio dependiente, permitiendd uma mejor accion de la
colagenasa. En la segunda etapa de aislamientprekencia del calcio en la
SOLUCION Il de perfusion facilita la accion de lalagenasa.

120 mM NacCl; 4,8 mM KCI; 2,4 mM MgSOQO,-7H,0

SOLUCION 1,2 mM KH,PO,; 24 mM NaHCOg; pH 7,4

SOLUCION | 500 mi Solucién I mas 1,3 mM Ca*" ; pH 7.4
I

SOLUCION | 60 mlde Solucion Il con 20 mg de colagenasa
1

Reactivos: Panreac (KCI, KH,PO,) y Sigma (NaCl, MgS&rH,0, NaHCQ ,Colagenasa,
CaCbH,0)

1.2. Procedimiento de aislamiento

Las ratas se anestesian por inyeccion intrapeatate tiopental sddico (12,5
mg/100 g de peso corporal). Después de realizatap@smotomia ventral media, se
inyecta heparina (500 U.I. diluidas en 0,3 ml dedhuicién 1) en la vena peneal para
evitar la formacion de microtrombosis intrahepd&icgue perjudicarian la
oxigenacion del 6rgano.

El aislamiento de los hepatocitos se lleva a ca&atizando en primer lugar
una perfusion anterdgrada(vena porta— vena suprahepatica) del higado y a
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continuacion ungperfusion en sentidoretrogrado (vena suprahepatica> vena
porta), segun el procedimiento que se detalla are@cion:

mediante una canula en la vena porta se perfundaigado $entido
anterograd9 durante 2 min, a una velocidad de 25 ml/min, cmiucion |
(termostatizada a 37°C y saturada con carbégerté (95— 5% CQ)) con el fin de
limpiar el higado de sangre. A continuacion se abtérax y la canula insertada en
la vena porta se traslada y se inserta en la ugmaltsepatica a través de la auricula
derecha del corazén. Comienza asi pedusion retrégradalel higado durante 20
min, para lo cual se liga la vena cava inferior gacima de la vena renal derecha. El
higado se separa minuciosamente del resto del isngarcon cuidado de no ser
dafado (especialmente por las costillas) y postednte se coloca encima de un
soportgFigura 1a).

Pasados los 20 minutos, el higado se perfunde sist@ma recirculante con la
solucion Il (previamente termostatizada a 37°Cajusada de carbdégeno) a una
velocidad de 40 ml/min hasta el final de la digestenzimatica de los enlaces de
colageno por accion de la colagengsgura 1b). El tiempo necesario para obtener
una digestion total de los enlaces intercelularas gislamiento satisfactorio de los
hepatocitos depende de la actividad de la colagegae puede variar dependiendo
del lote comercial y del peso del higado, pero gstéeralmente comprendido entre
12 y 20 minutos. Una simple observacion de lauraxy de la morfologia del higado
permite evaluar el estado de digestion duranteoelgso de aislamiento.

25 ml/min b 40 ml/min

a

95%

5%
CO;

Ezde

Z
i

Colagenasa

Figura 1. Sistema de perfusion retrégrado de higado

(a) Una vez aislado, el higado se coloca encimandsoporte y se perfunde en circuito abierto con la
solucién | termostatizada a 37°C y saturada endggno (95% @5% CQ) a una velocidad de 25
ml/min durante 20 minutos. (b) En la segunda faséjigado se perfunde en circuito cerrado a una
velocidad de 40 ml/min con la solucion Il en uteameyer donde el liquido esta termostatizado y
saturado en carbdgeno.
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Al final de la perfusidon con la solucion lll, elgado se separa del rifion y de
restos de grasa, se coloca dentro de un erlenmergda solucion Il y se fragmenta
rapidamente con varios golpes de tijera para libdos hepatocitos. Estos
fragmentos se agitan en presencia de carbogenmtdutaminutos, durante los
cuales contintia la digestion por la colagenasapi¥es la suspension celular se
filtra a través de un colador de nylon para elimioa fragmentos no digeridos. El
filtrado obtenido se divide en dos fracciones igsakn tubos cilindricos de
centrifugacion de 50 ml y se centrifuga (60 g, 42Cninutos). Al final de esta
primera centrifugacion a baja velocidad, el sobdange de cada tubo se elimina y el
sedimento se resuspende en la solucion Il (previtensaturada en carbogeno y
conservada a 4°C en el hielo). A continuacion séiz@ un segunda centrifugacion
idéntica a la anterior, al término de la cual,dobrenadantes se eliminan de nuevo y
los dos sedimentos se resuspenden con la soluciderd suplementada con 1%
(m/v) de albumina (BSA). A continuacion, los sola@antes se unen y se
centrifugan por tercera y ultima vez (60 g, 4°Gnidutos). Estas centrifugaciones
sucesivas a baja velocidad permiten lavar las &=lphra eliminar la colagenasa y
los restos celulares, las células muertas y ladaseho parenquimales. Finalmente,
después de retirar el sobrenadante de la tercatafegacion, el sedimento celular
obtenido se resuspende con un pequefio volumenl@®Bral) de solucién Il mas
BSA, se filtra otra vez a través de un colador lemy se satura en agitacion con
carbogeno durante 2 minutos. Antes de su utilizaded suspension celular se deja
en reposo durante una hora a 4°C, lo que perméstédbilizacion de las membranas.

Reactivos: Sigma (albdmina), Hospira (tiopental sddico), HamarChoay ®, Air Liquide
(carbbgeno)

Medio instrumental: Bomba peristaltica 913 Mity Flede WPI (Reino Unido), bafio con
termostato de Selecta (Barcelona), tubos de cegation Greine y centrifuga 5810 R de
Eppendorf (Alemania)

1.3. Apreciacion de la suspensién celular

1.3.1. Apreciacion cualitativa

La integridad de los hepatocitos y el rendimiergola preparacion dependen
de la exactitud y rapidez de la técnica quirlrgiba,la ausencia de hipertension
hepatica, de la buena oxigenacién de las célulaanthu todo el proceso de
preparacion, de la temperatura, del pH, asi conla delocidad y de los tiempos de
perfusién, en especial con la colagenasa. La id@grde los hepatocitos se
comprueba por lprueba del azul de Trypan 0,1% (m/v) Una tasa de mas del
85% de células que excluyan el colorante confirrmablena calidad de la
preparacion. Los paradmetros funcionales, como dpin&cion celular o la relaciéon
ATP/ADP, son los indicadores mas fiables de ladadl de las células, pero sélo
pueden ser evaluados posteriormente.
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1.3.2. Apreciacion cuantitativa

Tras la obtencidén de una suspension de hepatamsitées solucion 1l mas BSA
se realiza, en primer lugar, una estimacion de dacentracion (mg/ml) de
hepatocitos en el medio de suspension con el foleterminar la cantidad de células
necesarias para realizar el experimento. Despuésrdafugar (7.600 g, 2 minutos)
250 pl de suspension celular, se estima la coramatr (mg/ml) de hepatocitos en
funcién del peso del sedimento de hepatocitos aliignse expresa en mg de peso
seco de hepatocitos estimado por ml. Para ellgdseite que las células estan
compuestas por un 75% de agua. Esta aproximaeioe ka ventaja de dar un valor
inmediato con un error maximo del 5% del peso seabde la suspension celular.

El peso seco real se obtiene por la diferencia, desecacion en estufa (24
horas a 100°C), entre el peso de 1 ml de suspen&dmepatocitos y del mismo
volumen de la soluciéon Il con BSA, que ha sidoizdado para resuspender el
sedimento celular final después de la tercera ibegaicion. Se obtienen
habitualmente entre 500 y 700 mg de peso secopdutos por higado aislado, en
total, unos 250 a 350 millones de hepatocitos. ®&grry y Friend, 1 mg de peso
seco de hepatocitos aislados a partir de higadatdeen ayunas contiene 465000
células(Berry y Friend, 1969).

Todos los resultados obtenidos con hepatocitoadaisise expresan emg de
peso secgmg PS) de hepatocitos.
2. Preparacion de mitocondrias aisladas

Las mitocondrias se aislaron a partir de higadosates Wistar macho de

peso corporal medio de 250 g. Los animales terdeesaad libituma la comida
y al agua.

2.1. Principio

El principio del aislamiento de las mitocondriasbsesa en la técnica de
fraccionamiento de los compuestos celulares portrifigyacion diferencial
(Klingenberg y Slenczka, 1959; Batandier y cols.,0D6).

2.2. Procedimiento de aislamiento

La condicion ideal de aislamiento de mitocondriastrabajar con mucha
rapidez y a 4 °C, preferiblemente en camara fran €l fin de trabajar lo mas
rapido posible, aunque el aislamiento no se llecal®o en camara fria, toda la
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manipulacion con mitocondrias siempre se hace duble. Dado que la anestesia
modifica las propiedades de las membranas mito@ladr las ratas se sacrifican
mediante dislocacion cervical. Después de una ¢apaia media, el higado se
extrae y se enfria por inmersion dentro de un tang@homogenizacion a 4°C.
Luego, se corta con ayuda de tijera en trocitossgulavan con el mismo tampon
frio para eliminar los hematies y el maximo dedepdsitos lipidicos. Repartidos
en dos fracciones iguales en el tampon de homaggaiz suplementado con
albumina libre de acidos grasos para evitar elabggamiento de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, los trom@mogenizan con un Potter y
el homogenado se centrifuga (800 g, 10 minutos,).4Tas esta primera
centrifugacion a baja velocidad que permite elimioa restos celulares gruesos,
el sobrenadante que contiene las mitocondriase@gpera y se somete a una
nueva centrifugacion (8000 g, 10 minutos, 4°C). ddés de esta segunda
centrifugacion, el sobrenadante se elimina y etipitado mitocondrial obtenido
se resuspende en el tampon de homogenizacion @arardas mitocondrias. Una
tercera y ultima centrifugacion se efectua entor{8@90 g, 10 minutos, 4°C).
Después de la eliminacion del sobrenadante, elpii@do mitocondrial final se
pone de nuevo en suspension con 500 ul del tampdmochogenizacion y se
conserva a 4°C en hielo.

Tampon de homogenizacion250 mM Sacarosa (Panreac), 20 mM Tris-HCI (SigmayM
EGTA (Sigma), pH 7,2; Seroalbumina bovina libreadalos grasos (Sigma)

Medio Instrumental: Potter de Alamo (Madrid) y centrifuga 5810 R de é&pforf
(Alemania)

2.3. Determinacion de la concentracion de lasgmas mitocondriales

La determinacién de la concentracion de la suspemsitocondrial se efectia
antes de cada experimento y se obtiene mediadetéaminacion cuantitativa de las
proteinas contenidas en la suspension segun etdmdeoBiuref{Gornall y cols., 1948)

y se expresa en mg de proteinas por ml. La sugpemsitocondrial (25 ul) se
solubiliza con 200 pl de colato de sodio 4% (mDEspués de 10 minutos, se
afladen 2,75 ml de NaOH 10% (m/v) y 300 pl de sults cobre 1% (m/v) y la
muestra se incuba durante 15 minutos a temperamoiogente y en oscuridad. Tras el
tiempo de espera, se lee la absorbancia a 540 hoeniinto de los resultados se
refiere amg de proteinas

Reactivos:Panreac (Hidréxido de sodio, Cu86H,0) y Sigma (acido colico)
Medio Instrumental: Espectrofotdmetro Specord 205/Analytik Jena Groéterfiania)
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lll. Modelos Experimentales
1. Modelo experimental de hepatocitos aislados @erifusion

1.1. Principio

La técnica de perifusion de hepatocitos fue inwdanta puesta a punto por los
doctores Van Der Meer y Tager de la Universidadsterdam (Holand&)an Der
Meer y Tager, 1976y posteriormente fue modificada por Groen y Tagesen y cols.,
1983) Esta técnica es particularmente original y swifumamiento es delicado, pero
tiene una gran capacidad, una resolucién muy fipargnite obtener resultados muy
fiables y reproducibles.

La perifusion(Figura 2) consiste en un sistema abierto, par y simétric® qu
permite la realizacidon de experimentos de manemeada en condiciones de
tiempo, de medio, de presion y de temperaturactatnente idénticas. Incluye dos
camaras termostatizadas a 37°C perfectamente miasetilamadas “camaras de
perifusion”, donde se colocan los hepatocitos espeansion. Estas camaras se
alimentan permanentemente, por medio de dos bopdréstalticas, con un medio
de perifusion (solucion Il) que proviene de un defedcentral donde se mantiene a
37°C y esta saturado con una mezcla de carbogé&fe @ - 5% CQ). Justo antes
de su entrada en las camaras, este medio pasaves tde un sistema de
reoxigenacion donde se satura de nuevo con carbo@ada camara posee una
entrada asi como una salida para el medio de p#nfulLa salida del medio de
perifusion denominadtperifusato” se efectia a través de un filtro de acetato de
nitrocelulosa de 12 um de diametro de poro que ipetensalida del perifusato de la
camara con todos sus componentes excepto las £élida entradas secundarias
permiten igualmente el aporte continuo de sustigtmproductos a probar, mediante
jeringas de presion conectadas a sus correspoasliiBainbas peristalticas.

La ventaja de este original sistema consiste enlaygemposicion del medio
de incubacién de las células en el interior decéamaras de perifusion es constante,
lo que permite obtener estados metabdlicos muyanescal estado estacionario. En
efecto, como los sustratos se suministran a lagasétle manera continia y como el
medio se renueva permanentemente, no hay ni liditacle sustratos, ni
acumulacion de productos.
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Figura 2. Esquema del sistema de perifusion de heqogitos

1. Cuba termostatizada que contiene el medio déupén 2. Mezcla de carbégeno que permite la
saturacién en oxigeno del medio de perifusion atinie la cuba y del sistema de reoxigenacién 3.
Bomba peristaltica 4. Sistema de reoxigenacioG&nara de perifusién 6. Agitador magnético 7.
Recogida del perifusato 8. Jeringas de presidGaptor de presion.

Los elementos del sistema de perifusion son:

Dos camaras de perifusion y cuba termostatizadairddias al INSERM E0221,
Universidad de Grenoble | (Francia)

Dos agitadores magnéticos de Prolabo Rotamag (janc

Dos bombas peristalticas Peri Star de WPI (Reindd)n

Tres bombas peristélticas con jeringas de presoviia Médical (Francia)

Dos bombas peristélticas con jeringas de presiodatter Dual Pump WPI (Reino
Unido).

Dos transductores de presion de Harvard Appariadrid)

Dos pulmones de reoxigenacion de Afora (Madrid)

Dos bafios Maria con termostato de Selecta (Bargglon

Tubos de silastic de reoxigenacion de Dow CornBwjdica)

Jeringas de PentaFerte S.p.A. (Italia)
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Filtros de acetato de nitrocelulosa de 12 um dmelieo de Schleicher and Schuell
(Alemania).

1.2. Camaras de perifusion

Las camaras de perifusion constituyen las piezescesdes del sistema y la
supervivencia de las células en su interior depersdleechamente de su calidad
(pulido, pegamento utilizado, etc.). Las camarasnre$abricadas en plexiglas y
constan de una cavidad, donde las células o te@gdiepositan y un compartimento
que rodea enteramente dicha cavidad, permitiendopaslo del liquido de
termostatizacionFigura 3).

a Orificio de salida b
del perifusato

N salida del liquido
. Pozo de l: del termostato
acceso
éHTapén atornillado \
'\
Junta 4 " Entrada de los sustratos
Porta filtro
Filtro ) perforado
Pozo de »
acceso \
5 — Perifusato
Iman salida def lfquid Llegada del
Entrada del alida del fiquido liquido del
PR —
liquido del C del termostato termostato Céamara conteniendo la

termostato suspension celular

Figura 3. Camara de perifusién, vista general (a) yista superior (b)

La camara, de un volumen de 15 ml, es cilindric@ntiene un iman para la
agitacion de la suspension celular. La boca deadgtdro esta cerrada por un filtro
de acetato de nitrocelulosa cuyo diametro de psmeel2 pm, manteniéndose en su
sitio sin moverse por un porta-filtro. La impermiéidad del filtro situado en la boca
de la camara se asegura con una junta de latezonginto esta cerrado gracias a un
tapdén de rosca, perforado en su centro, aplicadwesta boca de la cavidad
cilindrica. El liquido de perifusion filtrado fluyeor el orificio situado en el centro
del tapon hacia el exterior del sistema, donde @ws&d recuperado y se denomina
entonces “perifusato”.

La parte superior de la cavidad cilindrica congtaid orificio encima del cual
se aplica una pieza con llave que permite purgaralaara del aire que podria
contener y también extraer muestras de célulagido tdel interior de la camara
durante el experimento, para la realizacion de dderentes determinaciones
analiticas de metabolitos intracelulares.
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Ademas de la entrada principal por la cual entrenetlio de perifusion, las
camaras de perifusion tienen cuatro entradas amprapermiten la administracion
continua de sustratos y/o drogas, de hormonasgibidores, por medio de bombas
peristalticas que funcionan con jeringas de presion

Alrededor de la camara se encuentra un compartorort el cual circula el
liquido de termostatizacion a 37°C. La camara déysen esta colocada encima de
un agitador magnético que permite el mantenimiatgolas células o tejido en
suspension.

1.3. Termostato del sistema

El sistema se termostatiza mediante dos bafios-roanigl fin de mantener
una temperatura constante de 37°C en las camarpsrifiesion y en el depdsito
central. El primero, de gran capacidad, sirve panantener la temperatura del
medio de perifusion contenido en el depodsito céntercana a 40°C. Esta
temperatura superior a la de 37 °C del liquido el&gysion se debe a que hay una
pérdida de calor por conveccion alrededor de 2-3 tivel de los tubos de unién de
plastico PVC que enlazan el depdsito central géasaras de perifusion. El segundo
bafio-maria, de menor capacidad, sirve para tertimastael sistema de
reoxigenacion y las camaras de perifusion.

Regularmente se verifica que la temperatura defugsato a la salida de las
camaras sea de 37t1°C.

1.4. Depésito central

El medio de perifusién que es la solucion Il seocalen un depdsito central
anico de plexiglas, formado por una doble paredrqdea la cuba y que permite la
circulacion del liquido del termostato para caleetadepdsitqFigura 4). Este medio
se satura permanentemente con la mezcla de cabh @M Q - 5% CQ).
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Carboégeno o —= Perifusato

<

Salida del liquido  age———""]
del termostato

Medio de
perifusion

Entrada del liquido o 1
del termostato

Figura 4. Depdsito central del medio de perifusién

1.5. Bombas peristalticas

El medio de perifusién se propulsa en el sisterpartir del depdsito central
mediante dos bombas peristalticas. La velocidageaddusion es de 5 ml/min y se
ajusta de forma precisa antes del comienzo de eagdarimento para que sea
rigurosamente idéntica en las dos camaras.

1.6. Captores de presion

Por debajo de las bombas peristalticas se encuetirs captores de presion
que permiten medir permanentemente la presioniggemor el liquido sobre el
conjunto del sistema. Esta presion, que es nornmadni®aja, es un buen criterio de
viabilidad celular. En efecto, cuando las célulsg® en mal estado o cuando una
condicion particular (drogas, inhibidores,etc) egeun efecto nocivo sobre ellas, los
restos celulares que provienen de las células amiptteden obstruir los poros de los
filtros a la salida de las camaras de perifusi@moyocar asi un aumento progresivo
de la presion. Los requisitos para evitar este dipgroblema son, evidentemente,
utilizar una preparacion de células aisladas dedugalidad, mantener una agitacion
constante y ademas, cambiar el filtro de manengepteva al menos una vez durante
el experimento. Sin embargo, si surge un probleenprdsion, se puede realizar un
cambio del filtro adicional.

1.7. Sistema de reoxigenacion

Aunque el medio de perifusion esta continuamenierado con carbdgeno a
nivel del depdsito central, su paso por los tubesP¥C se acompafa por una
pérdida de oxigeno y de G@or difusiéon a través del plastico. Como la projor
de CQ es crucial para el mantenimiento del pH celularinelispensable saturar de
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nuevo el medio con carbdgeno antes de su entraldas eamaras de perifusion. Este
proceso se desarrolla en un sistema de reoxigenatidado justo antes de las
camaras de perifusidRigura 5).

Figura 5. Sistema de reoxigenacién

El sistema de reoxigenacion esta constituido pocilimdro de vidrio, en el
cual circula permanentemente una corriente de gartw El medio de perifusion
circula a través de un tubo de silastico, cuyadgaray fina permite los intercambios
de gases. Este tubo de silastico por donde cirellmedio de perifusion esta
enrollado alrededor de un tubo de vidrio por el ciraula el liquido del sistema de
termostatizacion. Asi, a la salida del sistemaed&igenacion, es decir justo antes de
la entrada en las camaras, el medio de perifuggd® tuna temperatura de 37°C y
esta de nuevo saturado con carbdgeno.

Carbdégeno: Air Liquide (Valladolid)

1.8. Procedimiento

Al comienzo del experimento, la suspension de asl§llO0 a 250 mg de
hepatocitos segun el tipo de experimento) se digpadravés de la pieza con llave
situada encima de cada camara. Inmediatamente éesiguhaber purgado el aire
residual de la camara y encendido el sistema itiecam a una velocidad suave, las
bombas peristélticas se ponen en marcha. La fadil@bn la cual se puede hacer
variar las concentraciones de sustratos y/o deuptod administrados en este
sistema de perifusion hace posible la realizac&mdchos tipos de experimentos:

- titracién de concentraciones crecientes de sus#at@resencia de una
concentracion fija de droga, de hormona o de idbitas

- estudios cinéticos con concentraciones fijas dératos y/o productos a
ensayar o bien con concentraciones fijas de sastavariables del
producto a ensayar

~ 84 ~



Material y Métodos: modelos experimentales

En los experimentos de titracion, las células séfumelen en ausencia de
sustrato durante los primeros 32-35 minutos, paranpir que se equilibren a la
temperatura de 37°C. Al final de este periodo dabdgzacion, se recoge perifusato
y suspension de células del interior de las camasascambian los filtros de las dos
camaras de manera preventiva con el fin de elimiasrpocas células muertas
presentes en la preparacion inicial. Para cadaectracion de sustrato estudiado es
necesario un tiempo de estabilizacion de 15 a 2tutos, segun las condiciones,
para permitir alcanzar un nuevo estado estaciongste ultimo se puede evaluar
después, por ejemplo, por la estabilidad del ftlggroduccion de glucosa.

Para cada estado estacionario, o durante el exg@ioncuando se realiza una
cinética, se puede recoger facilmente el perifusala salida de las camaras para
analizar los diferentes metabolitos extracelulafgkicosa, lactato, piruvato y
cuerpos cetonicos) y calcular asi el flujo de pootin de estos ultimos con arreglo
a las diferentes condiciones estudiadas. Para xpsriementos de titracion, el
perifusato se recoge durante tres minutos consesuten tubos que son
inmediatamente conservados a 4°C para eliminarquigal actividad enzimatica
contaminante de origen celular. Al final del expanto, estos tubos se calientan a
80°C durante 10 minutos para desnaturalizar lastejras y las enzimas
eventualmente presentes, luego se centrifugan w@udgh minutos a 8000 g y por
ultimo se conservan a 4°C. Las determinacionesveiias de los metabolitos se
pueden efectuar el mismo dia o al dia siguientserwando siempre las muestras a
4 °C, excepto el piruvato que es inestable a lgalanion y se determina el mismo
dia del experimento.

También se pueden tomar muestras de la susperdidarcdirectamente de
las camaras a través de la pieza con llave pal@zagamediante técnicas de
fraccionamiento celular, la separacion de las fomas extracelular e intracelular,
asi como mitocondrial y citosolica.

Los modelos experimentales se detallaran con medspn en el apartado
“Resultados”.

Medio instrumental: Bafio con termostato de Bunsen (Madrid) y centaifdgrmle Z 360 K

(Madrid).

2. Incubacion de hepatocitos aislados en viales cados

Los hepatocitos aislados (entre 5 y 10 mg/ml era2&% ml de medio segun el
tipo de experimento) se incuban en viales cerrdéqgsolipropileno que contienen la
solucion Il (ver aislamiento de hepatocitoaturada en carbogeno [95% 5% CQ)

~ 85 ~



Material y Métodos: modelos experimentales

durante el primer minuto de incubacion) y con difeées sustratos y/o drogas,
hormonas o inhibidores especificos, segun el potdoexperimental previamente
definido. Los hepatocitos se mantienen en suspemsédiante una agitacion suave
y permanente utilizando un bafio-maria termostatizad37°C. Dependiendo del
protocolo experimental, a distintos tiempos se nogeuestras de células en
suspension. Este modelo experimental se emplea Gsranicial en las siguientes
técnicas experimentales:

- medida de la respiracion en hepatocitos intactos

- medida de las actividades enzimaticas

- medida de la capacidad de retencion calcica (CRGasi mitocondrias en
hepatocitos permeabilizados

Medio instrumental: bafio con termostato Memmert (Madrid)

3. Técnica de fraccionamiento celular

La técnica de fraccionamiento celular de hepatsgitermite tener acceso a
diferentes compartimentos intracelulares en loslesuasse puede medir la
concentracion de ciertos metabolitos o nucledtidos.

Reactivos: Panreac (acido perclérico, KOH, sacarosa), Signizlf& MOPS, digitonina) y

Wackef] AR 200, Alemania (aceite de silicona)
Medio instrumental: centrifuga eppendorf Minispin (Duero Lab, Salananc

3.1. Separacion del medio intracelular y extrdeelu

La separacién de los medios intracelular y extrdael se realiza por
centrifugacion simple a través de una capa de eachtit silicona cuya densidad
permite Unicamente el paso de células enteras.

Antes de empezar el experimento, los tubos eppendofl ml conservados
luego a 4 °C, se preparan con 2 capas superpyéstabajo hacia arriba):

* 250 pl de una mezcla de acido perclérico (109 mbe EDTA (25mM)
» 390 ul de aceite de silicona con una densidadpgumite el paso de células
enteras

Se toma una muestra (700 pl) de hepatocitos peidos que se deposita

delicadamente sobre la superficie de la capa deeateego se centrifuga a 13.500
g durante 1 minuto.
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Después de la eliminacion del sobrenadante resyddaluna parte del aceite,
el contenido intracelular solubilizado en la capizrior de acido perclérico-EDTA
se pone en suspension con cuidado a través dpdadeaaceite gracias a una pipeta
Pasteur obstruida. Este método permite asegurarg@altodas las células que han
atravesado la capa de silicona han sido desintegrada vez precipitadas en el
acido perclorico. A continuacion, se efectia unardegacion a 13.500 g durante 2
minutos para sedimentar los restos membranos@xtise el contenido intracelular
soluble en el acido (200 pl) a través de la capaceée y se neutraliza (pH = 7-7,5)
con una mezcla de hidréxido de potasio (KOH 2M)eyadido morfolino-propano
sulfénico (MOPS 0,3M).

Las muestras finales neutralizadas se conserv@@°&€ {para las subsiguientes
determinaciones de los diferentes metabolitos @gtenido intracelular.

3.2. Separacion del medio citosélico y mitocordria

La separacion de los medios mitocondrial y cit@sdlise obtiene por
fraccionamiento celular con digitonit2uurendonk y cols., 1979) El principio de este
método se basa en la permeabilizacion selectivéa daembrana plasmatica del
hepatocito por la digitonina (detergente) que fooamplejos con el colesterol que
contiene. Se utiliza una concentracion de digitante 2,46 mg/ml durante un
tiempo de contacto con las células de 1 minuto g@€onsigue una destruccion de
la membrana plasmatica sin alteracién de la memahratocondrial, mas bien pobre
en colesterol.

Antes de comenzar el experimento, los tubos eppeddo2 ml conservados
luego a 4°C, se preparan con 3 capas superpudstabdjo hacia arriba) de:

* 250 pl de una mezcla de acido perclérico (10%) m/de EDTA (25 mM),
este ultimo compuesto quela el magnesio y pernsitdiraitar la degradacion del
ATP celular por actividades ATPasicas magnesio-uidipates contaminantes

» 800 ul de aceite de silicona con una densidadpgumite Gnicamente el paso
de mitocondrias

» 800 pl de una solucion de digitonina (2,46 mgfdlelta por calentamiento
en un tampon isoténico que permite preservar kgindad mitocondrial (250 mM

sacarosa, 3 mM EDTA-Nay 20 mM MOPS; pH 7,2)

Durante el experimento, después del periodo inéalkestabilizacion y tras
cada estado estacionario, se extrae una muestau(Bte hepatocitos perifundidos
gue se deposita delicadamente en la capa superioeppendorf. Tras unos 30
segundos de accidn de la digitonina, se efectuzemafugacion a 13.500 g durante
1 minuto lo que permite a las mitocondrias, libasade las células por accion del
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detergente, atravesar la capa de aceite de siligorBepositarse en el acido
perclorico.

Para obtener el compartimento citosolico, en prirhggar se extrae el
sobrenadante (8Q0 correspondiente al compartimento citosolico y raédio
extracelular, se precipita en el acido perclérig® (m/v) y se centrifuga durante 2
minutos a 13.500 g. Al final, se recoge el segusdbrenadante (700 upl) y se
neutraliza con una mezcla de hidroxido de potasie MOPS.

Por otra parte, tras la eliminacion del sobrenadesdidual y de una parte del
aceite, el compartimento mitocondrial solubilizaaola capa inferior del eppendorf
con acido perclérico-EDTA se pone en suspensiéraeés de la capa de aceite
gracias a una pipeta Pasteur obstruida. Luego rseifaga a 13.500 g durante 2
minutos para sedimentar los restos membranososorgpartimento mitocondrial
soluble en el &acido (200 ul) se extrae entoncesaas de la capa de aceite e
igualmente se neutraliza con una mezcla de hidoddépotasio y de MOPS.

Las muestras finales neutralizadas, tanto del cdmpEnto mitocondrial
como del citosélico, se conservan a -80°C paradeterminaciones analiticas
posteriores del contenido citosolico y mitoconddal nucleétidos adenilicos: ATP,
ADP y AMP.

4. La oxigrafia: técnica de estudio utilizada con épatocitos intactos y
mitocondrias aisladas

4.1. Fundamento de la Oxigrafia

La medida del consumo del oxigeno de los hepatodiitactos y de las
mitocondrias aisladas se realiza en una camaraideafia cerrada, con agitacion
magnética y termostatizada a 37°C, mediante untretec que mide de forma
continua la concentracion del oxigeno en el mddate electrodo llamado de Clark
esta constituido por un catodo de platino (Pt) nxdalo a — 0,7 Voltios y un anodo
de plata (Ag) bafiado en una solucién de KCI 3 Mugcomo electrolito). El catodo
de platino esta recubierto de una membrana findeflén semi-permeable que
permite la difusiébn del oxigeno y protege del comtacon agentes quimicos
perturbadores y el agua. En estas condicionesfial gjue resulta de la reduccion
del oxigeno en el catodo de platino es directampraporcional a la cantidad de
oxigeno disuelta en el medio de incubacion y emsrse puede medir directamente
la velocidad de la respiracion celular segun Iésreites productos afladid@enger
y Hanssum, 2009)Las reacciones que ocurren son las siguientes:
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Catodo Pt: @+ 2 H,O + 4é — 4 OH
Anodo Ag: 4 Ag+4 Cl— 4 AgCl + 4 é

Reactivo: KCI (Panreac)
Medio instrumental: cdmara de oxigrafia (Heito, Francia), electrodoClerk (OXM 204,

Heito, Francia) y registrador (L6512, Linseis, USA)

SH 2H*+1/2 Oz v

Estado 4 de respiracién:la velocidad de la respiracion esta controladalameentrada pasiva o
fugas de los protones a través de la membrana ondoi@l interna Ieak ohmico)y por los otros
fenémenos disipadores de energgak no ohmicq slipping).

ATP#

2H™+1/20, v ADP3 + Pi-

SH ADP*

nH*

Estado 3 de respiracion:en presencia de ADP, las reacciones de oxidacitém exoplados a la
sintesis de ATP por lagF-ATPsintasa (ATPasa). El equilibrio entre el inflyj el eflujo de protones
via la membrana mitocondrial interna contribuye al taaimiento de la fuerza protonmotriz y esta
asegurado por muchos mecanismos: la cadena resjiretaliza el eflujo de protones en el espacio
intermembranoso mientras que el influjo se reakmaultaneamente por la ATPasa, algunos
transportadores de la membrana mitocondrial inteynalgunas fugagleak) En condiciones
fisiolégicas, la ATPasa es el elemento que congelde manera mayor al retorno de los protones a la
matriz mitocondrial.
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Estado desacopladoel desacoplador protonéforo cataliza una difus#uilifada de los protones en
el sentido de la disipacion del gradiente electhmigo de protones. Si la cantidad afiadida del
desacoplador estimula la velocidad de respiracé&dmanera maxima, el flujo esta controlado solo por
el potencial redox y las propiedades cinéticaadmtlena respiratoria.

Esquema 1. Los distintos estados de la respiracion

4.2. Medida de la respiracion

4.2.1. Medida de la respiracion en mitocondriaslailas

La medida del consumo de oxigeno en las mitocondisladas se realiza por
simple adicién de éstas (1 mg-tnken el tampén de respiracién. La medida se inicia
con la adicion de los sustratos respiratorios:aghato/malato o succinato/malato,
éste ultimo junto con rotenona. En presencia deusgratos las mitocondrias tienen
una respiracion basal, llamadatado 4 cuya velocidad esta controlada por la re-
entrada pasiva de los protones a través de la na@abmnitocondrial interna. El
estado 3 que corresponde a la respiracion en condicidioiitente, se obtiene con
la adicion del ADP en presencia de concentraciolimmtante de fosfato.

Las concentraciones de los diferentes inhibidoregstratos utilizados cuando
se trabaja con las mitocondrias aisladas estaoadds en la tabla siguiente:

Inhibidor / Sustratos Caracteristica Concentracion
Glutamato/Malato S:T;rif;e?\(;l fec;n;ﬁ'aetgi'a 5mM /2,5 mM
Succinato/Malato izslgactgjedneal fgsrgﬁ':tjg ri'; 5mM /0,5 mM

ADP Sustrz}gtg;‘la ATP 1 mM
DNP Desacoplador 75puM
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q . Inhibidor del canal §de 1
Oligomicina la ATP sintasa 1,25ug.mr
. Inhibidor del complejo 111 1
Antimicina de la cadena respiratoria 0.15pg.mk
TMPD Par redox sustratos de la 1mM
Ascorbato citocromo oxidasa 5 mM

La concentracion de oxigeno en los diferentes taepale respiracion varia
en funcion del tipo de medio y la temperatura, aenésta se ha determinado
previamente mediante la oxidacién de una cantidatbada de NADH por las
mitocondrias. A titulo general, para el calculoet®os en cuenta lo siguiente: la
concentracion de oxigeno en el tampén mitocondial es de 440 nanoatomos
O/ml a 37°C y de 480 nanoatomos O/ml a 25°C.

Tampén de respiracion: 125 mM KCI (Sigma), 20 mM Tris-HCI (Sigma), 1 mM EG
(Sigma) y 5 mM Pi-Tris (Panreac); pH 7,2 ; 0,1%sdeoalbamina bovina delipidada (Sigma)
Sustratos e inhibidores: Sigma (ADP, Ascorbato, DNP, oligomicina, rotenoddJiPD),
antimicina (Fluka), glutamato, malato y succin&@ma)

4.2.2. Medida de la respiracion en hepatocitos intactos

La medida del consumo de oxigeno por los hepa®daitiactos se realiza
después de la incubaci6on de las células (10 rify-rah viales cerrados
conteniendo 2,5 ml del medio Krebs-Bicarbonatcef@alTras 15 minutos de pre-
incubacién de los hepatocitos con dihidroxiacet@D®lA) como sustrato, se
incuban las células durante 30 minutos con la drogau vehiculo para,
finalmente, extraer 2 ml de la suspension celul@vipmente saturada con
carbdégeno durante 1 minuto y transferirlos inmexdiiente después a la camara
de oxigrafia. Las concentraciones de los diferentdgsbidores y sustratos
utilizados con los hepatocitos intactos estan amhs en la tabla siguiente:

Inhibidor _r .,
Caracteristica Concentracion
/Sustratos
Sustrato energético
DHA hepatocitos AV [l
DNP Desacoplador 100puM
g oq Inhibidor del canal f-de 1
Oligomicina la ATP sintasa 6 ug.mr

La concentracion de referencia de oxigeno en el ianed
Krebs/Bicarbonato/Calcio gaseado con carb6gend@ 83 de 1 mM de O

Sustratos e inhibidores:DHA (Merck-Shuchardt) y Sigma (DNP y oligomicina)
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V. Determinaciones analiticas

1. Principios de las determinaciones analiticas des metabolitos extracelulares

El andlisis de los principales metabolitos extnalegés se realiza por los
métodos enzimaticos descritos por Bergmeyer, basadola transformacion del

NAD" en NADH o viceversgergmeyer, 1974)

La determinacion de la concentracion de NADH, guesgnta un pico de
absorcion maximo a la longitud de onda) (de 340 nm, se realiza en
espectrofotdmetro antes y después de la acciénzimas en los medios de andlisis
de composicion estandarizada conteniendo las nagestanalizar. El coeficiente de
extincion molar del NADH es de 6,42° M™*@m™. Después de la sustracién de la
absorbancia del blanco (realizado con el medioragdisas sin enzima) a la de la
muestra, la cantidad de NADH calculada corresp@stiequiométricamente a la del
producto transformado por la enzima utilizada.

Los resultados obtenidos de las concentracionéssdaetabolitos en la cubeta
del espectrofotometro se refieren al peso secoegatbcitos, teniendo en cuenta

todas las diluciones previamente efectuadas.

Medio Instrumental: Espectrofotometro Specord 205/Analytik Jena Grdlpriania)

1.1. Determinacion de la glucosa

La determinacion de la glucosa se basa en la tnanation del NAD en
NADH durante una reaccion catalizada por la enzimglacosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PdH).

HK
glucosa + ATP === (lucosa 6-fosfato + ADP

G6PdH
glucosa 6-fosfato 7‘) gluconolactona 6-fosfato
NAD(P)* NAD(P)H + H*

500 ul de la muestra a analizar se deposita en unaadleetspectrofotometro
que contiene 50Q@l de medio de andlisis estandarizado. Se realizapuimera
lectura y luego la reaccién se inicia por adicienl® ul de la enzima hexoquinasa
(HK) diluida al 1/50. Se realiza la segunda lectG@faminutos después de haber
agitado las muestras para homogenizar.
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Medio de analisis: tampén ETRAM (50 mM TRA-HCl/Sigma; 7,5 mM
MgCl,[BH,0/Panreac; 3,75 mM EDTA/Sigma; pH 7,4); 0,5 mM Nf&bche 10127973001);
0,625 mM ATP (Roche 127531); 0,5 U.l. G6PdH NAdependiente (Roche 10165875001)
Enzima: Hexoquinasa (Roche 11426362001)

1.2. Determinacion del lactato

La determinacion del lactato se basa en la tramsfoion del NAD en NADH
durante una reaccion catalizada por la enzimatadeshidrogenasa (LDH).

LDH

lactato 7? piruvato

NAD * NADH

La muestra a analizar (5Q0) se deposita en una cubeta que contienepb00
de medio de andlisis estandarizado. La glicinadeahina presentes en el medio
permiten orientar la reaccion en el sentido deofan&cion de piruvato: la glicina
convierte el medio en un medio basico (pH=9) y itlrdtina degrada el piruvato
formado. Tras realizar una primera lectura, laciscse inicia por la adicién de 6,5
ul de LDH diluida al 1/6 y la segunda lectura s&dl a cabo 90 minutos después de
agitar las cubetas.

Medio de analisis:0,75 mM NAD (Roche 10127973001); 0,4 M hidrato ddcina (Sigma)

y 0,4 mM glicina (Sigma)
Enzima: LDH (Roche 10107085001)

1.3. Determinacion del piruvato

La determinacion del piruvato se basa en la tram&foion del NADH en

NAD". Se mide entonces una disminuciéon del NADH durémteaccion inversa a
la del analisis del lactato, igualmente catalizaoiala LDH.

LDH
piruvato 7? lactato

NADH NAD*

Al igual que en las dos determinaciones anteriob@§, ul de muestra se
afladen en una cubeta que contiene |30t medio de analisis estandarizado. Tras
agitar y leer en el espectrofotometro, se inicieebccion por la adicion de 6,5 pl de
LDH diluida al 1/20. La cubeta se agita para homagge y se realiza la segunda
lectura 15 minutos mas tarde.
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Medio de andlisis tampo6n KPi (50 mM BHPQyKH,PQy; pH 7,4; Panreac), 0,2 mM NADH
(Sigma)
Enzima: LDH (Roche 10107085001)

2. Principios de las determinaciones analiticas des metabolitos intracelulares

El andlisis de los principales intermediarios dgliecélisis/gluconeogénesis se
realiza como el de los metabolitos extracelularesgntado previamente, por medio
de métodos enziméaticos descritos por Bergmeyesgdums en la transformacion del

NAD" en NADH o viceversgBergmeyer, 1974)

La técnica de espectrofluorimetria se utiliza paralizar los metabolitos que
se encuentran en concentraciones muy pequefnasey&sjgapaz de detectar la
fluorescencia de un nanomol de NADH, lo que la ¢enw en aproximadamente
1000 veces mas sensible que la técnica de espmdotradtria. La molécula de
NADH o NADPH tieneAexcitacisn de 340 nM YAemisisn de 460 nm. La cantidad de
NADH producida o consumida por la reaccion estuliadrresponde a la variacion
de la altitud del trazado sobre el registrador satedespués de la adicion de la
enzima. Para cada determinacion, se hace unaamadibrcon una cantidad conocida
de NADH determinada previamente por espectrofotdmet

Medio instrumental: filtros de jeringa 0,22 um Acrodisc (USA) espectrofotémetro de
fluorescencia Hitachi F-2500, Tokio (Japon)

2.1. Determinacion de la glucosa 6-fosfato y diedetosa 6-fosfato

La determinaciéon de la glucosa 6-fosfato y de latfrsa 6-fosfato se basa en

la transformacion del NADen NADH durante dos reacciones sucesivas catakzad
por la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6Pdi)gdfoglucoisomerasa (PGI).

O
o

G6Pdh
glucosa 6- fosfato 71) gluconolactona 6-P
NAD(P)+ NAD(P)H
fructosa 6- fosfato

La muestra a analizar (60 pl) se afiade en unaaudleetuarzo que contiene 2
ml de un medio de analisis estandarizado. La culsda coloca en el
espectrofluorimetro con agitacién suave y perman@or medio de un pequefio
agitador magnético. Después de la estabilizaciétadsefal, se afiade en primer
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lugar 10 pl de G6PdH NADP-dependiente diluida dl01y cuando esta primera
reaccion termina, se aflade 10 ul de PGI diluidal4.

Medio de analisis: tampén ETRAM (50 mM TRA-HCl/Sigma; 7,5 mM
MgCl,BH,0O/Panreac; 3,75 mM EDTA/Sigma; pH 7,4), NADP (Rotb&28040001), NADH
(Sigma)

Enzimas: G6PdH-NADP-dependiente (Roche 10127671001) y PGtKR 127396)

2.2. Determinacion de la dihidroxiacetona fosfato

La determinacion de la dihidroxiacetona fosfato ABPH se basa en la

transformacion del NADH en NADdurante una reaccion catalizada por la glicerol
3-fosfato deshidrogenasa (G3PdH).

G3Pdh

dihidroxiacetona fosfato == g glicerol 3-fosfato
NADH NAD*

60 ul de la muestra se afiaden en una cubeta deoayus contiene 2 ml de un
medio de andlisis estandarizado agitado permanentemcon un agitador
magnético. La determinacion empieza por la adiciéruna cantidad conocida de
NADH en la cubeta y luego, después de la estabibrade la sefial, se afladen 10 pl
de G3PdH diluida al 1/10. Por dltimo, una vez gaedaccion ha terminado, se
aflade de nuevo el mismo volumen de G3PdH (1/1@ pamitir el calculo de la
derivada de la sefial debido a la turbidez intriaskxla enzima.

Medio de andlisis: tampén ETRAM (50 mM TRA-HCI/Sigma; 7,5 mM
MgCl,BH,0O/Panreac; 3,75 mM EDTA/Sigma; pH 7,4), NADP (Rotb&28040001), NADH
(Sigma)

Enzima: G3PdH (Roche 10127752001)

2.3. Determinacion del fosfoenolpiruvato vy deb3fbglicerato

La determinacion del fosfoenolpiruvato (PEP) y 8idbsfoglicerato (3-PG) se

basa en la transformacion de NADH en NADrante cuatro reacciones sucesivas
catalizadas por la fosfoglicerato mutasa (PGMgnalasa, la piruvato quinasa (PK)
y la lactato deshidrogenasa (LDH).

PK LdH
fosfoenolpiruvato 77 piruvato 7§>Iactato

s ADP ATP NADH NAD*

Y]
o

enolasa

3-fosfoglicerato
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Se afiaden 60 pl de la muestra en una cubeta deoayse contiene 2 ml de un
medio de reaccidn estandarizado agitado permanentemcon un agitador
magnético. El piruvato se elimina previamente dealeestra por adicion de 20 pl de
una cantidad conocida de NADH y de 20 pl de unpgrexion de LDH diluida al
1/10 cuya contaminacion por la PK es la mas equasile. Después de 15 minutos,
la reaccion empieza por una nueva adicion de NADdespués de estabilizarse la
sefal, se afiade 10 pl de PK diluida al 1/10 y 2 deMADP. Cuando esta primera
reaccion acaba, la adiciéon de 10 pl de PGM dilailda/100y de 10 pl de enolasa
diluida al 1/5 permite la determinacion del 3-PG.

Medio de analisis: tampon (20 mM KCI/Sigma; 50 mM TRA-HCI/Sigma; 277&M
MgCl,/Sigma; 3,75 mM EDTA/Sigma; pH 7,4), NADH (SigmappP (Sigma)

Enzimas: LDH (Roche 10107085001), PK (Roche 10128155001)MRGigma) y enolasa
(Sigma)

3. Cuantificacién de los nucledétidos adenilicos

La técnica de cromatografia liquida de alta efedEIPLC) se utiliza para la
determinacion de los nucleétidos adenilicos: ATPDPAY AMP, de los
compartimientos citosélico y mitocondrial de lopatcitos perifundidos.

Las muestras a analizar, previamente neutralizadas pH entre 6,5y 7,5
durante las recogidas iniciales, se re-acidificannapH cercano a 3 antes de
inyectarlas en la columna de HPLC. A pH neutro,mloss de ATP aparecen porque
el pK; de una de las funciones acidas del ATP es cerad)b y entonces el ATP
existe en dos formas (50% en la forma disociad@% &n la forma no disociada).
En nuestras condiciones, tras el paso por la cadudeseparacion, el tiempo de
retencion difiere de manera significativa entrettes compuestos medidos: el ATP
es eluido a unos 3 minutos, el ADP a 4 minutos %MP a 9 minutos. El tiempo
entre cada pico cromatografico es suficientemetglpara permitir un retorno a la
linea de base para cada uno de los compuestosté€ntaa, a la vez cualitativa y
cuantitativa, es muy sensible y se ha demostradadientre 0 y 30 micromoles de
ATP.

Principio de la cromatografia liquida de alta efica (HPLC)

El principio de la HPLC se basa en la separaciélaslenoléculas contenidas en una muestra
segun sus caracteristicas fisico-quimicas (poldyidea muestra que contiene los nucledtidos a
determinar pasa a través de un medio adecuadogpsyruestos se separan, luego se detectan por un
espectrofétometro unido a un registrador-integragama longitud de onda de 254 nm.

La separacion se efectla sobre una fase solid@lao gonstituida de una columna llena de
silice, injertada de C 18, termostatizada a 3082%cm de longitud y 4,6 mm de diametro. Una fase
movil liquida polar la atraviesa a una velocidad Menl-min'. Esta fase mévil es un tampén
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pirofosfato de sodio 25 mM (pirofosfato de sodi@éirofosférico) que se ajusta a un pH de 5,75
con una solucion saturada en pirofosfato de sdukgo se filtra con un filtro miliporo de 0.22 um.

Reactivos: Sigma (Na@P,O,-10H,0, acido pirofosférico, acetonitrilo, etanol, ATRDP y
AMP) y HCI (Panreac)

Medio instrumental: Bomba (Gilson), Inyector (Hi-tech Apliccations), teetor (FP-1520,
Intelligente Flourescence Detector, Gilson), Colam(BSD HYPERSIL C18, Thermo
Scientific

Programa informatico: Biocrom 2000 3.0

4. Medida de las actividades enzimaticas

4.1. Glucosa 6-fosfatasa (G6Pa&aljigas y cols., 2007)

Principio

G6Pasa

glucosa 6 -fosfato === glucosa

El principio de esta medida se basa en la detemidimacolorimétrica del
fosfato inorganico (i liberado después de la hidrélisis de la gluco$aséato
(G6P) por la enzima G6Pasa segun el método de &agirtolaboradore@aginski y
cols., 1975)

Método

La actividad maxima de la G6Pasa se determina ®idpatocitos aislados
incubados con Krebs-Caen viales cerrados (10 mg-Hicon DHA (20 mM) como
sustrato y con los productos a ensayar. Despu&¥) dainutos de incubacién, se
extrae una muestra de células y se centrifuga a\mpcidad (1.000 g, 30 s). El
sobrenadante se elimina y el precipitado se recogeina solucion de Tris (20 mM;
pH 7,3) para inducir un choque osmaotico y asi dbéax G6Pasa. Una sonicacion (15
segundos en el hielo) se realiza también para emwsgude que la muestra esta
perfectamente homogeneizada y la enzima liberadé deembrana del reticulo
endoplasmatico. El homogenado obtenido se incubd@ades cerrados durante 10
minutos a 37°C en un medio estandarizado que ecmntiencentraciones crecientes
de G6P (0,5; 1; 2,5; 5; 10 y 20 mM) y con los prida a ensayar, para determinar
su “efecto in vitro”. Inmediatamente después de la adicion del homdgena
también al final de los 10 minutos de incubacidam,egtrae muestra del vial de
incubacion y la reaccion de hidrélisis de la G6Ppaea inmediatamente con la
precipitacion de las proteinas en una solucionctderclérico y ascorbico (10% /
2%, p/v) y se conserva en hielo. Posteriormentmdacla se centrifuga (13.500 g, 5
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min, 4°C) y se conserva en hielo para determinatgpimrmente la acumulacion del
fosfato inorganico.

De esta forma se puede investigar tanto el efégtbrecto” del producto a
ensayar (el producto se afiade en la primera ingujamomo su efecttdirecto” (el
producto se aflade en la segunda incubacion).

La actividad de las fosfatasas no especificas serndima en las mismas
condiciones por medio de la hidrolisis @ajlicerofosfato en lugar de la G6P.

Reactivos:Krebs-C&" (solucion Il aislamiento hepatocitos), DHA (Merckksichardt), Sigma
(Trizma-base, G6PB-glicerofosfato, L-ascorbico), Sacarosa (Panreadjcido perclérico

(Fluka)
Medio instrumental: centrifuga eppendorf Minispin (Duero Lab, Salamangaonicador
(Sartorius, Cabsonic, Alemania)

Determinacién del fosfato inorganico

El fosfato inorganico se determina por espectronetvia. En una cubeta, se
aflade el molibdato de amonio (1%, p/v) a una maiekt sobrenadante previamente
obtenido de las muestras. ElI complejo fosfomotibdormado se reduce con el
acido ascorbico a un complejo fosfomolibdoso-matibdle color azul. La adicion
casi inmediata del arsenito-citrato (2%, p/v) péenigar el exceso de molibdato
libre. Después de 30 minutos de estabilizaciotedtura se efectia a una longitud
de onda de 700 nm frente a un blanco realizadagmmismas condiciones pero
después de la inactivacion enzimatica.

La actividad de la G6Pasa en los homogenados deelostocitos se expresa
en nanomoles Pmin*-mg* de peso seco de hepatocitos o de proteiyagjue los
niveles de fosfato inorganico reflejan la cantid@dG6P hidrolizada por la G6Pasa.
Una unidad de DO corresponde a 1,0&%les de fosfato liberado.

Reactivos:Sigma (Molibdato de amonio, Na-meta-Arsenito y Nteato)
Medio instrumental: Espectrofotometro Specord 205/Analytik Jena Grdlerfiania)

4.2. Piruvato guinaS@etaille y cols., 2008)

Principio

La determinacion de la actividad de la piruvatongea se basa en la
transformacion del NADH en NADinducida por la adicion al medio celular de

~ 98 ~



Material y Métodostécnicas analiticas

concentraciones crecientes de fosfoenolpiruvatd®jRHorente y cols., 1970; Riou y
cols., 1978)

LdH

PK
fosfoenolpiruvato Wpiruvato Wactato

ADP  ATP NADH NAD*

Método
La actividad méaxima de la piruvato quinasa en sissisbformas:

no purificada: M-PK predominante en musculo y ceyeb
parcialmente purificada: L-PK, predominante en tiiga

se determina en los hepatocitos aislados incubadosales cerrados (10 mg-l
con DHA (20 mM) como sustrato y con los productosnaayar. Durante todo el
experimento, las muestras se mantienen a una tatuperde 4°C para evitar la
degradacion de la enzima.

Después de 30 minutos de incubacion, se extraenuestra de células y se
centrifuga a baja velocidad (1000 g, 30 s). El sphdante se elimina y el
precipitado se recoge con un tampén, denominadpafa ser homogeneizadas
rapidamente por sonicacion (Ultraturax) duranterunuto con el fin de digerir las
células y liberar asi la piruvato quinasa sin atar ni desnaturalizarla. El
homogenado se centrifuga (30000g, 15 minutos, #°l@)actividad de la piruvato
quinasa no purificada se mide en el sobrenadante.

Para obtener la enzima parcialmente purificadafdiista L), se afiade una
muestra del sobrenadante a sulfato de amonio dat(@kH4)»S0O, y se deja durante
15 minutos a 4°C, luego la mezcla se centrifugad@@, 15 minutos, 4°C). El
precipitado que contiene la forma L-piruvato quanas resuspende con el tampon B

Reactivos: Krebs-C&" (solucién Il aislamiento hepatocitos), DHA (Merckksichardt),
sulfato de amonio (Sigma)

tampén A: 20 mM fosfato de potasio (Panreac), 280 sacarosa (Panreac), 1 mM EDTA
(Sigma) y 1mM ditiotreitol (Fluka Analytical); pH,4

tampén B: 20 mM fosfato de potasio (Panreac), 280 sacarosa (Panreac), 30% glicerol
(Sigma), 1 mM EDTA (Sigma), 1 mM ditiotreitol (FlakAnalytical) y 50 mM NaF (Sigma);
pH 7,4

Medio instrumental: centrifuga eppendorf Minispin (Duero Lab, Salamanghraturax (IKA
Labortechnik, Alemania) y ultracentrifuga Beckmapti®a TL (USA)
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Medida

La medida de la actividadr' vitro” de la piruvato quinasa se realiza lo mas
rapido posible sobre el material fresco. En unaetailgue contiene el tampon C se
aflade una muestra del sobrenadante que contieepzima y se adicionan los
siguientes reactivos y enzimas: Mg-ADP, la enziawato deshidrogenasa (LDH) y
NADH; con el objetivo de degradar todo el piruvgte contenga la muestra antes
de inicia la medida. La actividad o la velocidad ldereaccion catalizada por la
piruvato quinasa se mide entonces por la adiciboatéidades crecientes (0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,75; 1,25; 1,75; 2,25 y 4 mi) PEP a pH 7,4. La desaparicion
del NADH se evaltua por medida espectrofotométricaalongitud de onda de 340
nm y se registra durante 2 minutos para poder lestbuna pendiente decreciente.
La expresion de los valores por la relacion dectavidad de la piruvato quinasa a
una concentracion dada de PEP (V) y su actividaxim@aa la concentracion de 4
mM de PEP (May permite normalizar los resultados. La comparadi@n los
resultados expresados por la relacion de la aetividh smv/Vmax permite reflejar
exactamente el estado de fosforilacién de estanexiziaus y cols., 1979)

La actividad de la piruvato quinasa se expresax@mmoles-mifimg' de
proteinas

Reactivos:Sigma (NADH y ADP), PEP (Roche 10108294001), LD¢Re 10107085001)
tampo6n C: 50 mM TrisHCI (Sigma), 20 mM KCI (Panregcd mM de MgCJ (Panreac); pH
7,4

Medio Instrumental: Espectrofotometro Specord 205/Analytik Jena Gr@lpriiania)

4.3. Determinacion de la concentracion de pragein

Para la cuantificacion de la cantidad de protefotaes en los extractos de
higado se sigue el protocolo del Kit Comercial @Gotétrcio “DC Protein Assay” de
Bio-Rad Laboratories, basado en el método de Lowowry y cols., 1951) La
reaccion se lleva a cabo en placas de 96 pocitibgando 5ul, tanto de muestra
como de recta patron (se realiza con distintasesgraciones de BSA en el tampon
de lisis en el que se extraen las proteinas). Airamercion se afiaden 24 del
reactivo A (solucion alcalina de tartrato de coly&@00ul del reactivo B (reactivo
diluido de Folin) (Bio-Rad Laboratores, Inc., USALp mezcla se incuba durante
quince minutos, se mide la absorbancia a 720 nomdector de placas de ELISA
iMark OO Microplate reader (Bio-Rad Laboratories, Inc., JSAlos resultados se
analizan con el programa Microplate ManageiSoftware (Bio-Rad Laboratories,
Inc., USA).
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5. Técnicas de medida utilizadas con las mitocon@s aisladas

5.1. Determinacion de la relacion ATP/O

Principio (Fontaine y cols., 1997)

La relacion ATP/O corresponde a la relacion entfeu@ de sintesis del ATP
y la tasa de consumo de oxigeno en la respiraBi@mite evaluar el rendimiento de
la fosforilacion oxidativa, es decir la eficaciancta cual la energia redox que
proviene de la oxidacién de los sustratos se carvien energia que permite la
sintesis del ATP. En la practica consiste en m&diultaneamente los dos flujos.
Por ello, es fundamental asegurarse de que laraegp mitocondrial es constante
durante el periodo estudiado.

Para determinar el rendimiento de la fosforilaco&ativa las mitocondrias
se incuban a 37 °C en la camara de oxigrafia jootolos productos a ensayar y
mediante la adicion de concentraciones crecienéesadenzima hexoquinasa se
estimula la respiracion y se obtienen diferentesades estacionarios de
fosforilacion, en los que se recogen muestras deusmension mitocondrial para
cuantificar la sintesis de ATP. Estas muestras as®rp inmediatamente en una
mezcla de acido perclérico 10 % y de acido etiléandha tetraacetico (EDTA) 25
mM y se mantienen a 4°C para detener asi las @i enzimaticas. El
sobrenadante se neutraliza, se centrifuga y seem@nsa 4°C para las
determinaciones posteriores.

Tampon utilizado: idéntico medio al utilizado en la determinacion lderespiracion en
mitocondrias aisladas (3.2.1 de Modelos Experintesitasuplementado con 5 mM Pi-Tris
(Panreac), 0,1% de seroalbumina bovina delipid&ign{a), 1 mM MgGl (Sigma), 20 mM
glucosa (Panreac), 1281 ATP (Sigma) y 1uM rotenona (Sigma)

Reactivos:acido percldrico (Fluka) y EDTA (Sigma)

Neutralizacién: 2M KOH (Panreac) y 0,3 M Acido Morfolinopropanogiifco (Sigma)

Medio instrumental: cdmara de oxigrafia (Heito, Francia), electrodoGierk (OXM 204,
Heito, Francia) y registrador (L6512, Linseis, USA)

La producciéon de ATP se mide de manera indirectalpomedida de la
produccion de glucosa-6-fosfato:

Glucosa 7”KT>GIucosa 6-fosfato

ATPasa
ATP ADP =——> ATP

2
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Asi, midiendo los niveles de G6P podemos evaluacdatidad de ADP
formado, que a su vez estimula la respiracion y egi¢edricamente idéntica a la
cantidad del ATP formado por la ATP sintasa.

Determinacién de la cantidad de glucosa-6-fosf@6R)

La determinacion de la glucosa-6-fosfato se reaizamaticamente segun el
meétodo descrito por Bergmey@ergmeyer, 1974) El principio de esta determinacion
consiste en la transformacion de NADen NADH que se mide por
espectrofotometria. La reaccidbn esta catalizada per glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH).

G6Pdh
glucosa 6 -fosfato 7" gluconolactona 6-fosfato
NAD* NADH

Se recogen 250 pl del sobrenadante de las muestwatsalizadas y se
depositan en 1 ml del medio de determinacion. taita de la absorbancia= 340
nm) se hace antes y 20 min después de la adicifmmelezima G6PDH (10l de la
enzima diluida 1/40).

Medio de analisis: tampén ETRAM (50 mM TRA-HCl/Sigma; 7,5 mM
MgCl,[BH,0/Panreac; 3,75 mM EDTA/Sigma; pH YYANAD (Roche 10127973001)
Enzima: G6PDH (Roche 10165875001)

Medio instrumental: Espectrofotdmetro Specord 205/Analytik Jena Grdlpriania)

5.2. Produccién de especies reactivas de oxige®&)Rvotyakova y Reynolds. 2001)

La produccion de ROS, concretamente perdxido deddémho (HO.), se
realiza incubando las mitocondrias (0,25 mg/ml)2eml de volumen del tampon
empleado en la medida de la respiracion de mitiriam aisladas, al que se adiciona
P 2,5 mMy BSA 0,1 %, los productos a ensayar, lidades/ml de peroxidasa de
rabano picante y la sonda fluorescente Amplex Reglll.2La produccion de ROS se
registra durante 5 minutos tras la adicion sucedwdos sustratos respiratorios,
rotenona 1,25uM (como inhibidor del complejo 1) y por dltimo, amicina A 3uM
(inhibidor del complejo Ill). La adicion de rotereorny antimicina A permite
cuantificar la produccién de ROS por el complejodor ambos complejos a la vez
(I 'y HI), respectivamente. Esta produccion se waalcrefiriéendola a un estandar
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obtenido con una concentracion conocida d®.,H (aproximadamente de 440
picomoles) y se expresa como picorkigD, / min / mg prot. El estandar se realiza
en presencia de mitocondrias, asi se tiene enateembién la accion de las defensas
antioxidantes enddgenas y la posible interacciotadeeparacion de mitocondrias
con la sonda fluorescente.

El principio en el que se basa esta medida es el siguiente:

La liberacion de kD, por las mitocondrias se cuantifica mediante
espectrofluorimetria empleando una sonda fluoréscé&mplex Red (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxasina). Esta molécula en preserejaetoxidasa de rabano picante
(horseradish peroxidase) es oxidada por el perdxddo hidrégeno hasta un
compuesto flourescente: la resofuritadiacion= 560 NM Aemision = 584 nm). Por lo
tanto, durante la medida se monitoriza la velocidid produccion de D,
monitorizando la flourescencia emitida a 594 nm.

Tampon utilizado: idéntico medio al utilizado en la determinacion lderespiracion en
mitocondrias aisladas (3.2.1 de Modelos Experintestssuplementado con 2,5 mM Pi-Tris
(Panreac), 0,1% de seroalbimina bovina delipidSdsar(a)

Reactivos: Sigma (rotenona, peroxidasa), antimicina A (Flukahplex red (Biochemika),
succinato, malato y glutamato,®} (Sigma)

Medio instrumental: espectrofotémetro de fluorescencia Hitachi F-25D00kio (Japén);
tratamiento de los datos mediante el programa arogi-L Solutions 2.0 (Hitachi)

5.3. Medida de la actividad de los complejos respitos mitocondrialed acraz y
cols., 2008)

La determinacion de la actividad de los complegspiratorios (I, 11 y 1ll) se
realiza con mitocondrias aisladas a partir de higade ratas macho Wistar, de
acuerdo al procedimiento expuesto en el punto de Bcnicas experimentales de
esta seccion. Antes de comenzar con la medidagmapite dicha, se somete a las
mitocondrias a tres ciclos de congelacién-descaicgel para tener la certeza de que
la membrana mitocondrial externa se ha roto facitlb, de esta manera, el acceso
de los sustratos a los complejos respiratorios. Imasdidas se realizan
espectrofotométricamente en cubeta termostatizagl@aaemperatura determinada
bajo agitacion.

Medio instrumental: Espectrofotometro Specord 205/Analytik Jena GroAferfania),
bafio con termostato de Selecta (Espafia)
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5.3.1 Medida de la actividad del complejo I: NADbiguinona oxido-reductasa

24 ug de mitocondrias hepaticas se depositan oimlede tampdn de analisis
37 °C y en agitaciéon, sobre los que también seea&j75 mg/ml de albumina
delipidada, 100 uM de NADH (donador d§ & 100 puM de decilubiquinona
(aceptor de & La oxidacion del NADH se monitoriza mediantalisminucion de la
absorbancia a 340 nm durante 3 minutos. La postadicion de 10 uM de rotenona
permite sustraer la derivada asociada a la oxidad& NADH no especifica a la
actividad del complejo |. La actividad del compldjose calcula mediante el
coeficiente extinciéon molar del NADH (6,22 miwtmi') y la velocidad de
disminucién de la absorbancia a 340 nm.

Tampén utilizado: tampon KPi 50 mM (KHPOQy/K,HPO,; pH 7,5; Panreac) a 37 °C
Reactivos: Sigma (seroalbimina bovina delipidada, rotenonaild®quinona), NADH
(Roche)

5.3.2 Medida de la actividad del complejo II: sumaib-ubiquinona oxidorreductasa

Esta actividad se determina mediante la transfexedec €desde el succinato
(donador de ‘eal complejo 1) hacia la decilubiquinona (receptla €) y de ésta
hasta DCIP (dicloroindofenol). EI DCIP es un acepte € artificial, cuya
absorbancia maxima se obtiene a inde 600 nm. De la misma forma que en el
complejo I, 24 ug de mitocondrias hepéaticas se eiiad tampdn de analisis (el
mismo que el utilizado en el complejo | y a la mastemperatura de 37 °C), el cual
lleva afiadido 3,75 mg-fhide albimina delipidada, 30 mM de succinatopuSDde
decilubiquinona, 10@M de DCIP, 9,3uM de antimicine A et .UM de rotenona.
Gracias a la rotenona y a la antimicina A se blagaetransferencia de @esde la
decilubiquinona hasta el complejo | y lll, respeathente, obligando asi a losae
ser capturados por el DCIP. La bajada de la absord monitorizada durante 2
minutos a 600 nm y el coeficiente de extincién malel DCIP (19,1 mM-cm?)
permiten calcular la actividad de este complejmitbcondrial.

Tampon utilizado: tampén KPi 50 mM (KHPO/K,HPOy; pH 7,5; Panreac) a 37 °C
Reactivos: Sigma (seroalbimina bovina delipidada, rotenonagildsquinona, DCIP,
succinato), antimicina A (Fluka)

5.3.3 Medida de la actividad del complejo IlI: cdejp bcl (ubiquinol-citocromo ¢
reductasa)

La actividad del complejo Ill se monitoriza antedgspués de la adicion de su
inhibidor (antimicina A) sobre 2 ml del medio deahsis que contiene 10 pug de
mitocondrias hepaticas, 1 mg/ml de albumina dedigaed 50 uM EDTA, 1 mM

~ 104 ~



Material y Métodostécnicas analiticas

KCN, 10 uM citocromo ¢ oxidado y 105,6 uM decilglhinona reducida. Antes de
iniciar la medida es necesario reducir toda laldeitjuinona, mediante el ditionito
de sodio, transformandola asi en un excelenteddortke € hacia su aceptor natural
en la cadena de transporte mitocondrial, el citoor@. De esta manera gracias al
KCN (inhibidor del complejo V), se registra el aento de la absorbancia a 550 nm
(A de maxima absorbancia del citocromo c) y la atéigidel complejo 11l se calcula
utilizando el coeficiente méximo de absorbanciaste compuesto (18,5 miveni’)

Tampon utilizado: tampén KPi 100 mM (KH2PO4/K2HPO4; pH 7,5; Panrea8p °C
Reactivos: Sigma (seroalbimina bovina delipidada, decilulriqgona, EDTA, KCN, citocromo
C, ditionito de sodio), antimicina A (Fluka)

6. Medida de la capacidad de retencion de calcio RT) (Walter y cols., 2000)

La capacidad retencion de calcio se estima poratdidad total de calcio
acumulada por la mitocondria antes del pulso deica@ue supone la apertura del
poro de transicion mitocondrial y por lo tanto,lilzeracion total del calcio. Esta
medida se realiza mediante adiciones sucesivasadédades fijas de calcio
(inductor de la apertura del poro de transicionootihdrial) a una suspension de
mitocondrias. Los picos del calcio se monitorizaac@s a un espectrofluorimetro y
a una sonda fluorescente de calcio extra-mitocahdzZalcium green-5NMycitacion=
506 nM;Aemision = 530 nm). La fluorescencia emitida correspondieaimente al
calcio que hay fuera de la mitocondria, porquentada no puede difundir a través de
las membranas. Por lo tanto, a cada adicion deailso ple calcio se va a observar un
aumento en la fluorescencia (pico), que luego disye a medida que el calcio es
captado por las mitocondrias.

La cantidad de calcio utilizado para observar &stémeno, expresado parg
de proteinascorresponde al CRC.

Tampon utilizado: 250 mM sacarosa (Panreac), 10 mM MOPS (SigmajmviLP, (HsPOy)

(Panreac); pH 7,4

Reactivos: Calcium green-5N (Invitrogen), Cagsigma)

Medio instrumental: espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F-2506kio (Japon);
tratamiento de los datos mediante el programa progrFL Solutions 2.0 (Hitachi} de
excitacion: 506 nn#. de emision: 526 nm

6.1 Medida de CRC en mitocondrias hepaticas

Las mitocondrias (1 mg/ml) se incuban a temperaunhiente en 2 ml de un
tampdn estandarizado al que se aflade en cada gentedida succinato/malato
(5/2,5 mM) como sustrato respiratorio, los prodscoinvestigar y @M Calcium-
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green-5N como sonda fluorescente. Se inicia la daegitras estabilizacion de la
sefal, se afiaden pulsos de calcio (g&CmM) de 25uM con intervalos de 1

minuto hasta que se observa la liberacion del @attitocondrial inducido por los

pulsos aplicados.

6.2 Medida de CRC en hepatocitos permeabilizados

Los hepatocitos (10 mg/ml) se incuban durante 3tutas en 2 ml de solucion
| empleada en su aislamieng@r técnica experimental de aislamiento de hepatitas),
sobre la que se aflade DHA 20 mM como sustrato ypfogluctos a ensayar.
Después de la incubacién, se recogen 15 mg de du#pat se centrifugan 30
segundos a 1000 g y se resuspenden con 2 mirdpbtaestandarizado para esta
técnica. Los hepatocitos se permeabilizan por acd® la digitonina (20 mg/ml)
adicionada en la cubeta del espectrofluorimetrofojicon 2 ml del tampoén de
analisis, succinato/malato (5/2,5 mM) como sustrapiratorio, los productos a
ensayar y Calcium-green-5Nul?l como sonda fluorescente. La determinacion de
CRC es idéntica al protocolo descrito con mitoc@wdaisladas, a excepcion de que
los pulsos de calcio empleados con los hepatogéoseabilizados son de 12451.

Reactivos:digitonina (Sigma)
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V. Tratamiento estadistico

Para todos los resultados se ha calculado la medlaerror estandar de la
media (EEM), de forma que los valores se expresaro media + EEM.

Para determinar las diferencias significativaseedtrs grupos de resultados, se
ha aplicado el test de la "t" de Student. Considemsignificativo un valor de
p<0.05. La diferencia entre los niveles de sigaifion estadistica se representé de la
manera siguiente, segun cada caso: *, p<0.05;<0,(l; ***, p<0.001.

Para el andlisis estadistico se utilizé un Programacalculo Excel 2007
(Micorosoft Windows XP Home Edition).
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1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS METABOLICOS GLOBALES DE
PIOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA A PARTIR DE DISTINTOS
SUSTRATOS EN HEPATOCITOS DE RATA EN PERIFUSION

1.1. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobr@ metabolismo global
de DHA

La dihidroxiacetona (DHA), aunque no es un sustfigioldgico, constituye una
herramienta de primera eleccion en el estudio dethbolismo hepatico ya que sus
carbonos utilizan simultaneamente las vias dedaogleogénesis y de la glucolisis en
funcidon del estado energético celular. La DHA smgporta al interior celular por
difusion simple en funcién del gradiente de coneamidn entre una y otra parte de la
membrana plasmatica. Una vez alli, es fosforilamtalg glicerol quinasa (GlyK). Esta
enzima tiene la particularidad de que aunque sdugma una acumulacion de su
producto (DHAP), esta situacion no ejerce un remtrol negativo sobre la enzima. El
control del metabolismo de la DHA se efectla efiagagtapas dependientes del estado
energético celular (asimilado a la relacion ATP/A@®sdélico) que son la fosforilacion
del sustrato por la GlyK, la etapa catalizada po3-fosfoglicerato quinasa (PGK) y la
catalizada por la PKLeverve y cols., 1994b)Por todas estas razones, decidimos comenzar
la investigacion de los efectos rapidos y diredegioglitazona (P10) o rosiglitazona
(ROSI) utilizando DHA como sustrato energético. mds, el uso de la DHA nos
permite estudiar al mismo tiempo la gluconeogéngsita glucdlisis midiendo,
respectivamente, la produccién de glucosgadd), de lactato+piruvato (ghiato+piruvat Y
la cantidad total de DHA metabolizada{d = JcLp =2XIsiucosa +JLactato+Piruvate Y& que el
lactato y el piruvato son triosas mientras quduaaga es una hexosa).

Glucosa
A

Aldolasa

‘0’
DHA7G'V§> DHAP <&Tridsy GAP

NAD*
ATP ADP
NADH gGAPdH

Piruvato
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Figura 1. Esquema resumen del metabolismo de la DHA

ATP: adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosf&blA: dihidroxiacetona; DHAP: dihidroxiacetona fat®; 1,3-
DPG: 1,3 difosfoglicerato; 3-PG: 3-fosfoglicerattyK: glicerol quinasa; GAP: gliceraldehido 3-fasfaGAPdH:
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; NAD+: ti@mida adenina dinucledtido oxidado; NADH: nicatnida
adenina dinucledtido reducido; PGK: fosfoglicergtinasa; TPI: triosa fosfato isomerasa

La base técnica y la forma de realizar el expertmére la misma tanto para este
“experimento tipo” a partir de DHA, asi como padds aquellos en los que
empleamos otros sustratos energéticos (fructosatde-piruvato y glicerol). Utilizando
el modelo experimental de hepatocitos en perifuggxplicado en laSeccion de
Material y Métodos) realizamos titracion de hepatocitos de rata edifdos con el
sustrato energético conrrespondiente a concentexisub-saturantes crecientes, en
ausencia (p.e. camara de perifusion 1) o en preséme. camara de perifusion 2) de
PIO o ROSI a la dosis de 25 uM. Las dos glitaz@®slisolvieron en un vehiculo
constituido por dimetilsulfoxido (DMSO) y agua (anshbal 50 %) y se infudieron a una
velocidad de 5 ml/h. En la camara control se inidrad vehiculo en el que disolvimos
los farmacos a la misma velocidad que la utilizemtalas glitazonas.

Las dos glitazonas inhiben significativamente lacgheogénesis y activan,
también significativamente, el flujo glucolitico. afito la inhibicion de la
gluconeogénesis, como la activacion de la glushlise mantuvieron en valores
constantes a partir de una concentracion de DHAD,8eM. Por encima de esta
concentracion de sustrato, la produccion de glucosadiante gluconeogénesis
disminuyd en un 38% por accién de PIO y en un 4dugimdo se infundié ROSI, frente
a los valores obtenidos en la camara de perifusdatrol donde se infundié el vehiculo
(figura 2A). Como se puede observar claramente, la ROSI indibimanera mas potente
el flujo gluconeogénico que la P1O. Por el contraambos farmacos activaron el flujo
glucolitico Jy actato+pPiruvatedde Manera muy similar, concretamente, en un 122tQay un
13% la ROSlifigura 2B). Como resultado de esta inhibicion de la glucogaesis y
activacion de la glucdlisis por parte de los dagd@abéticos, el metabolismo total de la
glucosa disminuyé ligeramente: un 9% cuando se@tPIO y un 16% cuando ROSI
fue la glitazona estudiadégura 2C). La inhibicion de gua por parte de la ROSue
significativa respecto a la cAmara control, mientae la inhibicién obtenida con PIO
no llegd a alcanzar una significacion respectasasédores control.

Como se puede observar claramente efigara 2A, ROSI es un inhibidor de la
gluconeogénesis hepética mas potente que PIO (defitefa 38%). La posologia de los dos
agentes para el tratamiento de los diabético2tig® diferente:

- el tratamiento con ROSI se suele iniciar con 4 indiay esta posologia se
puede aumentar hasta 8 mg diarios para conseguiejor control glucémico
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sin embargo, el tratamiento con PIO se inicia comd 6 30 mg diarios y se
puede incrementar hasta los 45 mg al dia

Para alcanzar un control glucémico adecuado y aintibn ambos farmacos, la
posologia de ROSI es notablemente menor que lacagplcon PIO. Gracias a nuestra
investigacion podemos concluir que, esta diferemrile ambas glitazonas a largo
plazo también la encontramos a corto plazo cuarad@jamos con los dos agentes a la
misma concentracion (25uM), utilizando hepatoaitesata en perifusion.

A B
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Figura 2. Inhibicién del metabolismo de la DHA en kpatocitos de rata
perifundidos con 25 pM de pioglitazona o rosiglitaona

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml) dar@i de ratas Wistar en ayunas durante 24h yoriuer
perifundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°C sataren carbdgeno tal y como esta descrito en Edsede
"Material y Métodos". Después de un primer estglacionario sin sustrato exoégeno, la DHA se péifuen ambas
camaras a concentraciones crecientes (0,15; 0,8@; D,20; 2,40 y 4,80 mM). P1O 25 pM)(o ROSI 25 uM &) se
perfundieron continuamente en una de las dos canyasa compard con la otra camara control dongeedandio
sé6lo el vehiculo A). El flujo de la gluconeogénesis(dosd, que mostramos en figura A, se calcul6 a partir de la
concentracion de glucosa. En figura B mostramos el flujo de la glucdlisis (J), calculado a partir de las
concentraciones de lactato mas piruvato. El meishol total de la DHA @&...p) mostrado en Idigura C se
expresa en forma de equivalentes de 3 carbonosnteda suma de 2 moléculas de glucosa+lactatosgioulLos
resultados se expresan como media + error estatelda media (EEM) de: n=18 preparaciones distintas
hepatocitos para la situacion control, n=18 par@ RIn=18 para ROSI. ***p<0,001; *p<0,05 valores dEOP
respecto a los control a la concentracion de DHRespondiente. ### p<0,001; # p<0,05 valores de R€plecto a
los control

La gluconeogénesis y la glucélisis constituyen viegabdlicas comunes de la
DHA después de su fosforilacién, por lo tanto, alyor porcentaje de inhibicién de la
gluconeogénesis respecto al de activacion de kedligis encontrado en la accion de
estas dos glitazonas podria deberse a un efectdizedo en el primer paso de la
fosforilacion de la DHA, lo cual se corresponde tmhibiciéon obtenida por la accién
de estos farmacos sobre el metabolismo global B¢l Como se puede observar en
la siguiente figurafigura 3A), las dos glitazonas a la dosis investigada, disyen
ligeramente y de forma no significativa la concacibn de DHAP: un 12% la
pioglitazona y un 13% la rosiglitazona. En esteoc#s concentracion de DHAP debe
disminuirse por efecto de estas dos glitazonasta pgal segundo estado estacionario,
sugiriendo una menor fosforilacién de la DHA.

Figura 3A. Efecto de PIO y ROSI sobre la
800 produccion de DHAP a partir de DHA.

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml)
600 1 fueron perifundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio
a 37°C saturado en carbdgeno, en presencia de
DHA, con PIO 25 puM ), ROSI 25 uM &) o su
400 1 vehiculo (A), tal y como estq descrito en la
leyenda de lafigura 2. En cada estado
estacionario, se recogieron muestras de células de
200 - las camaras y se centrifugaron a través de una
—=DHA capa de aceite de acuerdo a como se ha descrito en
~ETDRATPIO 25uM la seccion de “Material y Métodos” Las
=#=DHA + ROSI 25uM
0 . . . . . . concentraciones intracelulares de DHAP se
0,0 08 1,6 24 32 4,0 48 midieron en la fraccién celular neutralizada.

[DHA] (mM)

DHAP (nmol-min-t.g PSt)
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Segun la anterior hipo6tesis expuesta, la relaaiire ®HAP y el flujo metabdlico
global de DHA no deberia verse afectada. Sin enoh&gjo no es lo que obtuvimos en
los experimentos siguientes. Tal como observamdasesiguientes figuras, tanto PIO
como ROSI inducen una modificacidén de la relacigimecla concentraciéon de DHAP y
Jona, de manera que, para una concentracion determo@ad2HAP, gya disminuye
por efecto de los dos farmacos de forma dosis digate(figura 3B). Este resultado nos
indica que los dos antidiabéticos ejercen tambigémfecto mas alla de la etapa de la
fosforilacion de la DHA, tanto en las rutas gluocogénicas como en las glucoliticas. De
acuerdo al efecto observado en el caso del flujigogleogénicafigura 2A) en los
experimentos iniciales realizados utilizando hegitde en perifusion, encontramos que
el efecto inhibidor de ROSI sobre la gluconeogénesa mayor que el encontrado en el
caso de PIO (47% frente a un 38%). Esta diferehallada entre ambas glitazonas
concuerda con el efecto de ambas localizado magallla fosforilacion inicial de la
DHA, ya que el porcentaje de inhibicion de ambasste punto fue similar. Nuestra
hipotesis se explica mas claramente gracias digasas 3C y 3D, con las que se
demuestra que PIO y ROSI fueron responsables dentitzicion entre DHAP vy la

produccion de glucosgigura 3C) y de una activacion entre DHAP y la formacion de
lactato+piruvatoKigura 3D).
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Figura 3. Efecto de PIO y ROSI sobre la producciénle DHAP: relacion con el
metabolismo global de la DHA, la produccién de gluisa y de lactato+piruvato

Continuando con lo descrito en la leyenda diiglara 3A. La figura 3B muestra el efecto de PIO 25 pM) (6
ROSI 25 uM #) sobre el metabolismo de la DHA mas alla de la PHRafigura 3C muestra el efecto de las dos
glitazonas sobre la gluconeogénesis mas alla @HIKAP y por Gltimo, lafigura 3D muestra el efecto de ambos
antidiabéticos sobre la glucdlisis mas alla de HAB. Los resultados se expresan como media + EEN; n
preparaciones distintas de hepatocitos para cadzntracion de antidiabético.

La gluconeogénesis hepatica se controla, entres darctores, por los distintos
precursores gluconeogénicos procedentes de ldegegixtrahepaticos como el lactato,
el piruvato, el glicerol y algunos aminoacidos, cola alanina. A esta lista de sustratos
gluconeogénicos se le puede afadir la fructosaequan azlcar que se ingiere en la
dieta de forma frecuente y que es capaz de forinaoga muy rapidamente. Por tanto,
el flujo de la gluconeogénesis que se obtiene &r e estos sustratos es diferente
debido a que entran en las vias metabolicas d&l@ & distintos niveles. La fructosa
entra al nivel medio de la ruta gluconeogénicauggjitica mientras que el lactato, el

piruvato y la alanina entran al nivel inicial de @GNG, a nivel de la piruvato
carboxilasa.

Dado que la dihidroxiacetona no es un sustratoldigico, decidimos investigar si
el efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobremeitabolismo de DHA, observado
anteriormente, se obtiene también en presencidrds tes sustratos gluconeogénicos
que son: la fructosa, el glicerol y el lactato/pato.
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1.2. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrel metabolismo global
de la fructosa

Debido a su complejo metabolisntfigura 4), estd bastante mal caracterizado el
control de la gluconeogénesis a partir de la feat@aunque probablemente se divide en
varias etapa<l transporte de la fructosa en el hepatocito dmyst una primera etapa
susceptible de control y se efectia por medio dansportador especifico y también
por GLUTZ2 (Okuno y Gliemann, 1986) Sin embargo, las caracteristicas cinéticas d=s est
transportadores (K alta) hacen que la entrada de la fructosa en lldacéependa
estrechamente de su concentracion extracelularspadimitantgSestoft y Fleron, 1974)
Después de la fosforilacion de la fructosa en FaPla fructoquinasa, la escision de
esta Ultima por la aldolasa forma la DHAP que edepmtegrante de la via de la
glucdlisis/gluconeogénesis y forma también el géilehido (GA), que puede utilizar
varias vias diferentes en funcion del estado redemergético de la célufarivell y cols.,
1991)

Glucosa
A
Aldolasa
HApﬁl—Tpl-ﬁb GﬁP
FFUCtOSa_ e F]_P Aldolasa - AP
ATP ADP E
NAD+ E
NADH Glyck v
Glicerato 2-PG
ATP ADP

Figura 4. Esquema resumen del metabolismo de la fctosa

AdH: alcohol deshidrogenasa; ATP: adenosina tdflosf ADP: adenosina difosfato; DHAP: dihidroxiaaedo
fosfato; FK: fructoquinasa; F1P: fructosa 1-fosfa@AP: gliceraldehido 3-fosfato; GA: gliceraldehjid@lycK:

glicerato quinasa; 2PG: 2-fosfoglicerato; NAD+: atinamida adenina dinucleétido oxidado; NADH: ninamida
adenina dinucleétido reducido; TK: trioquinasa; TiRbsa fosfato isomerasa

Dado que el uso de fructosa implica una disminucidgwortante de la
concentracion de ATP y de la relacion ATP/ADP dtms, asi como una acumulacion
intracelular de F1Rwoods y cols., 197Q)es muy probable que las etapas moduladas por
los efectores daliclo de las “fructosas” y de las “glucosaglesempefien un papel muy
importante en el control del metabolismo a pasiedte sustrato.

Como me mencionamos al comienzo del apartado antet. Efecto de pioglitazona
y rosiglitazona sobre el metabolismo global de DH#alizamos perifusion de hepatocitos con
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distintos sustratos, en este caso fructosa, derdwug modelo experimental de
hepatocitos en perifusion explicado detalladamearie la Seccion de Material y
Métodos La titracion de hepatocitos de rata perifundides llevé a cabo a
concentraciones sub-saturantes crecientes de $ajcem ausencia o en presencia de
PIO 6 ROSI 25 uM. Obtuvimos unos resultados mug@dos a los obtenidos cuando
el sustrato elegido fue DHA. La inhibicién de laiggneogénesis obtenida fue de un
38% en el caso de PIO y de un 47% cuando trabajaorofR0OSI, en ambos casos la
inhibicién fue significativa. Al igual que cuande empleé DHA como sustrato, los dos
farmacos a la misma concentracién no inhibieron igoial fuerza la produccion de
glucosa hepdtica: la inhibicién de la gluconeogidngse produce ROSI es mayor que
la obtenida con Pl@igura 5A). Con fructosa, PIO y ROSI activaron significativente

el flujo glucolitico en un 11% (porcentaje de aatidn similar al obtenido con DHA)

(figura 5B). Como consecuencia, el metabolismo global de |A B&linhibié con PIO en
un 7% y en un 11% con RO@bura 5C).

HHEH

Jgiucosa(pmol-mint.g PSY)
>
*
*

Jip (pmol- mint- g PS)

0,0 0,8 1,6 2,4 3,2 4,0 4, 0,0 0,8 1,6 2,4 3,2 4,0 4.8
[FRUCTOSA] (mM) [FRUCTOSA] (mM)
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C Figura 5. Inhibicion del metabolismo de la
fructosa en hepatocitos de rata
perifundidos con 25 uM de pioglitazona o
rosiglitazona
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Leyenda idéntica a la de fgura 2, pero usando
fructosa en lugar de DHA como sustrato
energético. La PIO 25 puMm) 6 la ROSI 25 pM
(m) se infudieron de manera continua en una
camara y se compararon con la camara control
donde se infundié6 solo el vehiculoA). Los
8- FRUCTOSA* PIO 25M resultados se expresan como media + EEM de:
-8-FRUCTOSA + ROS! 25M n=15 preparaciones distintas de hepatocitos para la
o™ . . . . . . situacion control, n=15 para PIO y n=15 para
00 08 16 24 32 40 48 ROSI. **p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 valores de
[FRUCTOSA] (mM) PIO respecto a los control a la concentracion de
fructosa correspondiente. ### p<0,001; ## p<0,01;
# p<0,05 valores de ROSI respecto a los control a
la concentracion de fructosa correspondiente

=
N
L

J2G+L+P(um0|' mint- g Psl)

=i=FRUCTOSA

Para investigar la (s) etapa (s) implicada (s)yenhibicién de la gluconeogénesis
y en la activacién de la glucdlisis por PIO y RQGSpartir de fructosa, al igual que
hicimos en el caso del sustrato DHA, analizama®faentracion intracelular de DHAP
y la representamos frente a los flujos glucone@@sn(iJgiucosgd © glucoliticos(J +p)
correspondientes en cada estado estacionario. weorgtogénesis y la glucolisis
constituyen también vias metabdlicas comunes #tedtosa, por lo tanto, la inhibicion
del metabolismo global de la fructosa podria dehgrsr lo menos en parte, a un efecto
localizado en el primer paso de la fosforilacion ldefructosa. En este caso, la
concentracion de DHAP en un estado estacionarermetado debe ser disminuida por
el efecto de las dos tiazolidindionas. Segun podeoiservar en la figura siguiente
(figura 6), a partir de una concentracion de fructosa den\R PIO inhibi6 la formacién
de DHAP en un 14% y ROSI en 21%. No obstante, fabicion obtenida no fue
significativa con ninguno de los dos medicamentésta mayor inhibicion en la
formacion de DHAP producida por ROSI se puede i@t@r con la mayor inhibicion

sobre la gluconeogénesis que con este sustratguall que con DHA, ejerce ROSI
respecto a PIO.
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Figura 6. Efecto de PIO y ROSI sobre la

900 - produccion de DHAP a partir de fructosa.

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml)
fueron perifundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio

a 37°C saturado en carbogeno, en presencia de
600 1 fructosa, con PIO 25 uMaj, ROSI 25 uM %) o

su vehiculo @A), tal y como esta descrito en la
leyenda de lafigura 2. En cada estado
estacionario, se recogieron muestras de células de
300 - las camaras y se centrifugaron a través de una
capa de aceite de acuerdo a como se ha descrito en
la seccion de “Material y Métodos” Las
concentraciones intracelulares de DHAP se
midieron en la fracciéon celular neutralizada. Los
resultados se expresan como media + EEM; n=5
preparaciones distintas de hepatocitos.

DHAP (nmol-min-1.g PSt)

0

0,0 0,8 1,6 2,4 3,2 4,0 4,8
[FRUCTOSA] (mM)

Segun esta hipotesis, la relacion entre DHAP yligb fmetabdlico global de
fructosa (JocLp) NO deberia verse afectada por accion de ambodiaddticos. Sin
embargo, al igual que ocurridé en los experimentosoe que empleamos DHA como
sustrato, observamos claramente que PIO y ROSbpapen una modificacion de la
relacion entre la DHAP y ebg p, de manera que para una concentracion determinada
de DHAP,J,cp disminuyé por efecto de estos dos antidiabétiEste resultado indica
que estos farmacos ejercen también un efecto r@adeala etapa de la fosforilacion de
la fructosa tanto en las rutas gluconeogénicas aamlas glucoliticas. Lo cual se pone
de manifiesto cuando representamos el flujo gluosgéeico y el glucolitico frente a la
concentracion de DHAP, donde se aprecia que PI@IRon responsables de una
inhibicion en estas dos relacionés relacion entre la concentracion de DHAP vy los
flujos glucoliticos, gluconeogénicos y el metalmbs global de la fructosa las

exponemos mas adelante en el apartado ANEXO-AMROKNME RESULTADOS
(figuras 1A, By C)
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1.3. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrel metabolismo global
del glicerol

El transporte intracelular del glicerol aun estd waacterizaddLin, 1977), Sin
embargo, no parece ejercer ningun control sobraetabolismo. El glicerol entra en la
via de la glucolisis/gluconeogénesis al mismo niyeé la DHA y su metabolismo
difiere de esta Ultima solamente por la preseneiauda etapa adicional entre su
fosforilacion por la GlyK y la DHARfigura 7). Esta etapa consiste en la oxidacion del
G3P en DHAP catalizada por la isoforma citosdlica k& glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa (G3PdH) y requiere la presenciadd®” domo cofactor. Como el flujo
a través de la GlyK sélo se limita por bajadas irtgpdes de la relacion ATP/ADP
citosdlica, el control de la gluconeogénesis a ipadel glicerol se efectla
mayoritariamente por la etapa de la G3PdH depetadiel potencial redox citosolico
(relacion NADH/NAD") (Berry y cols., 1973) En presencia de glicerol, la reoxidacion de
los equivalentes reducidos se efectia mayoritantéemeor medio de la lanzadera
G3P/DHAP, estrechamente vinculada a la cadena ra¢spa por la isoforma
mitocondrial de la G3PdH.

Glucosa
A

Aldolasa
GlyK G3PdH

Glicerol WGBW D|—|Ap<-l-w|=l> GAP
NAD+§GAPdH

ATP ADP NAD* NADH
NADH

1,3-DPG

mitocondria

3-PG
H

B 4
Piruvato

Figura 7. Esquema resumen del metabolismo del glicg

ATP: adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosf&blA: dihidroxiacetona; DHAP: dihidroxiacetona fat®; 1,3-
DPG: 1,3 difosfoglicerato; 3-PG: 3-fosfoglicerat®tyK: glicerol quinasa; GAP: gliceraldehido 3-fasfaGAPdH:
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; G3PdHcewll 3-fosfato deshidrogenasa citosoélica; G3PdHilioerol 3-
fosfato deshidrogenasa mitocondrial; G3P: glic&dbsfato; NAD+: nicotinamida adenina dinucleotidridado;
NADH: nicotinamida adenina dinucle6tido reducid@K fosfoglicerato quinasa; TPI: triosa fosfatornserasa.

Utilizando glicerol como sustrato energético remtios titracion de hepatocitos
de rata perifundidos a concentraciones sub-satgantecientes del sustrato, en
ausencia o en presencia de PIO y ROSI a la desid5 pM, tal y como hicimos
anteriormente con DHA y fructosa. Los resultadogewmidos con este sustrato
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concuerdan con los anteriores: las dos glitazoo#%a@a significativamente sobre el
metabolismo hepatico, inhibiendo la gluconeogénégiga 8A), activando la glucélisis
(figura 8B) e inhibiendo el metabolismo global del gliceff@ura 8C ).
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Figura 8. Inhibicion del metabolismo del glicerol @ hepatocitos de rata perifundidos
con 25 uM de pioglitazona o rosiglitazona

Leyenda idéntica a la defigura 2, pero usando glicerol en lugar de DHA como sustesiergético. La PIO 25 uM
(m) 6 la ROSI 25 uM«) se infudieron de manera continua en una camaegompararon con la camara control
donde se infundié sélo el vehicula}. Los resultados se expresan como media + EEMhd&5 preparaciones
distintas de hepatocitos para la situacion contrell5 para PIO y n=15 para ROSI. **p<0,001 valodesP1O

respecto a los control a la concentracion de glicesrrespondiente. ### p<0,001 valores de ROSlertsma los
control a la concentracién de glicerol corresponigie
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A diferencia de lo obtenido con los otros dos retiss anteriores (DHA y
fructosa), con el glicerol:

- la inhibicion deJgjycosafue de un 29% por parte de PIO y un 30% por accién
de ROSI. Por lo tanto a partir del glicerol, laibibion de la gluconeogénesis
hepética por accion de estos dos antidiabéticoalfieemenor que la obtenida
con DHA y fructosa.

- Sin embargo, obtuvimos una activaciéon de la gls@lastante superior a la
obtenida anteriormente: 36 % con PIO y 43% con R®&Y que tener en
cuenta que el flujo glucolitico a partir del glicees mas bien minimo, de 1
MM por minuto, respecto a los 12 uM por minuto gegeneran a partir de la
DHA.

- Por todo ello, las dos glitazonas inhiben signifiGcanente el metabolismo
global del glicerol en un 20 % cada una.

PIO y ROSI también inhibieron la produccion de DHA&unque de forma
ligeramente inferior a lo obtenido con los otros dostratos. Esta inhibicion se hizo
mas patente en el dltimo estado estacionario gonesendo con la concentracion 4,8
mM de glicerol. Segun esto, el efecto de las ddazginas sobre el metabolismo del
glicerol podria localizarse, en parte, en la emtradel glicerol a la ruta
gluconeogénical/glucolitica. Al representar eldlgjluconegénico, el glucolitico y el
metabolismo global del glicerol frente a la concaeibn de DHAP se demuestra que el
efecto de los dos antidiabéticos también estaiamd mas alla de la fosforilacion de la
DHAP. Por lo tanto, el efecto directo de ambasagtinas sobre el metabolismo global
de DHA, fructosa o glicerol se mantiene aunqueasebie de sustrato y se encuentra
preferentemente localizado mas alla de la entradasisustratos a la via metabdlica y
la fosforilacion de la DHAP.Las graficas correspondientes a este Ultimo aphrtias
exponemos mas adelante en el Anexo-ampliacionsuétados(figura 2).

1.4. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobre metabolismo global
del lactato mas piruvato (lactato/piruvato)

El lactato y el piruvato son los productos de lacglisis de la glucosa.
Habitualmente se forman en numerosos tejidos esgéeticos (como el musculo, la
retina, los glébulos rojos, etc...) para que desps@ste todo en situaciéon de ayuno,
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vayan al higado donde seran reutilizados paradeogkeogénesis hepatica. Por tanto
son sustratos naturales para la GNG y su via dadana la ruta de GNG se hace a nivel
de la piruvato carboxilasa mitocondrial (GNG). Naitmente, el lactato pasa a piruvato
antes del primer paso de la GNG. La ventaja deatiel lactato/piruvato (L/P) como
sustrato es que estos productos constituyen unosogieprincipales precursores
fisioldgicos gluconeogénicos del higado y posequalticularidad de entrar abajo de la

via metabdlica. Ademas, la perfusion de lactatawpito permite modificar el nivel
redox celular.

De esta manera, el lactato+piruvato fue el Ultimstrato con el que realizamos
titracion de hepatocitos perifundidos de rata aceatracibnes subsaturantes crecientes
en presencia o ausencia de pioglitazona y rosgiita. Con este sustrato obtuvimos el
mismo efecto ejercido por las glitazonas al eneamiatrcon los otros tres sustratos
anteriores. Ambos farmacos inhibieron la gluconeegis hepatica significativamente,
de tal forma que al igual que lo encontrado condemas sustratos, la inhibicion
producida por ROSI fue superior a la de PIO: 40réfte a 29%figura 9). Segun se

puede observar, este porcentaje de inhibicion setuwa constante durante todo el
transcurso del experimento.
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Figura 9. Inhibicion del metabolismo del L/P en lodiepatocitos de rata perifundidos
con 25 uM de pioglitazona o rosiglitazona

Leyenda idéntica a la defigura 2, pero usando lactato+piruvato en lugar de DHA csensirato energético. La PIO
25 uM @) 6 la ROSI 25 pM ) se infudieron de manera continua en una camaegompararon con la camara
control donde se infundié solo el vehicula); Los resultados se expresan como media + EEMndé2
preparaciones distintas de hepatocitos para lacsim control, n=12 para PIO y n=12 para ROSI. **d0valores

de PIO respecto a los control a la concentraciogliderol correspondiente. ### p<0,001 valores dSR@specto a
los control a la concentracién de glicerol correshente

Al igual que ocurrio con los tres sustratos antesp para determinar la(s)
etapa(s) de la via GNG/glucdlisis implicadas erefeicto global de PIO y ROSI,

~122 ~



Resultados metabolismo: metabolismo global de lextairuvato

determinamos la concentracion de DHAP formada tr phal lactato+piruvato. Gracias
a su determinaciogigura 10A) y su representacion frente al flujo gluconeogériitoa

10B) podemos determinar que, también con este sustrafeco de PIO y ROSI sobre
la gluconeogénesis se localiza mas all4 de la DHpdhablemente sobre la actividad
de la enzima G6Pasa. Esto se explica ya que lasgti@zonas inducen una
modificacion de la relacion entre la DHAP Jgucosa de manera que para una

concentraciéon determinada de DHAP, laudsa disminuye por accion de ambos
farmacos.
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Figura 10. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonarepresencia de L/P sobre la concentracion
de DHAP: relacion con la produccion de glucosa

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml)riueedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°thirsalo
en carbogeno, en presencia de L+P, con 25 uM dgitpizona ), rosiglitazona§) o su vehiculo 4) tal y como
esta descrito en la leyenda defiura 2. Las concentraciones intracelulares de DHAP séenaid en la fraccion
celular neutralizada recogida en cada estado estm@d. Lafigura A muestra el efecto de pioglitazona y
rosiglitazona sobre la DHAP; figura B muestra el efecto de ambos antidiabéticos sobgtutaoneogénesis mas
alla de la DHAP. Los resultados se expresan contbaieEEM; n=4 preparaciones distintas de hepaiscit
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2. EFECTO DE PIOGLITAZONA' Y ROSIGLITAZONA SOBRE LA
GLUCOLISIS HEPATICA A PARTIR DE DHA, FRUCTOSA Y
GLICEROL

2.1. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobraIglucdlisis a partir de DHA

Como observamos en el apartado anterior, pioglit@azp rosiglitazona activan
significativamente, aunque muy débilmente, la dist hepatica a partir de DHA,
fructosa y glicerol en hepatocitos perifundidixgira 2B, figura 5B y figura 7B). Por ello,
decidimos investigar el lugar concreto de acciétadelos glitazonas sobre la glucélisis
hepatica, que como mencionamos previamente, deladiziarse entre la DHAP y el
lactato/piruvato. Con ese fin, analizamos los mediarios metabdlicos
fosfoenolpiruvato (PEP) y 3-fosfoglicerato (3PG)og representamos frenteJa.p.
Utilizando la técnica de perifusion de célulasgilzética de la enzima piruvato quinasa
(PK) se puede evaluar midiendo la relacibn entre [@ncentraciones de
fosfoenolpiruvatoy el flujo de lactato mas piruvaten diferentes condiciones y bajo
estados estacionarios reales. En estas condicioos®) el lactato y el piruvato son
continuamente aclarados del medio, el flujo a salela PK puede ser evaluado por la
produccion neta de lactato mas piruvaka).

En la siguiente figur&igura 11A) podemos observar claramente la clasica cinética
sigmoide de la enzima piruvato quinasa (PK) quelsigene en hepatocitos control
perifundidos con concentraciones crecientes de CHEbAteoria, la curva que muestra la
relacion entre PEP ¥ .p tendria que desplazarse hacia la izquierda podmaat las
glitazonas, indicando una activacion de la piruv@imasa. Sin embargo, al tratarse de
una activacion muy débil, no observamos claramehtefecto de ambas glitazonas
sobre esta relacion. No obstante, se en la miggueafise observa que bajo el efecto de
estos antidiabéticos la cinética de la piruvatongsé permanece de tipo enzima
alostérica y SUVmaxima aumenta. Con ROSI la curva se desplaza claranhewia la
izquierda (indicando activacion de la PK), mientjag con PIO el efecto activador no
es tan claro. En hepatocitos de rata, el PEP esteme en el citosol y en la matriz
mitocondrial, mientras que el sustrato para la BKekintermediario citosdlico. La
determinacion del 3-fosfoglicerato (3-PG), un intediario metabdlico puramente
citosodlico que esta en equilibrio con el PEP ciiosd(Crabtree y Newsholme, 1978)
confirma los resultados encontrados con el Biia 11B).

Para certificar y poder asegurar que el efectovaatir de pioglitazona y
rosiglitazona sobre la glucdlisis hepatica se Iaaasobre la enzima piruvato kinasa,
enzima clave en la glucélsis. A continuacion pasaraoinvestigar directamente la
cinética de esta enzima. Los resultados correspotedi a la cinética de la PK los
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mostraremos mas adelante, después de exponeadareéntre el flujo glucolitico y los
intermediarios PEP y 3-PG obtenidos a partir det@isa y glicerol.
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Figura 11. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la glucdlisis a partir de DHA

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15 mipriueerifundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°Qrsao

en carbdgeno, en presencia de DHA, con PIO 25)MROSI 25 uM &) 6 su vehiculo 4) tal y como esta descrito
en la leyenda de Iligura 2. Las concentraciones intracelulares de PEP y @& s¥Pmidieron en la fraccion celular
neutralizada recogida en cada estado estacionaifigura A muestra el efecto de PIO y ROSI sobre la relacion
entre PEP ¥ .p; lafigura B muestra el efecto de los farmacos sobre la relamidre 3PG y, .p. LOs resultados se
expresan como media + EEM; n=6 preparaciones thstihe hepatocitos para cada concentracion de ROS}

2.2. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobra Iglucdlisis a partir de fructosa

También encontramos la clasica curve sigmoide darlavato quinasa cuando
empleamos fructosa como sustrato en las perifusial®e hepatocitos, al igual que
ocurrié con la DHA(figura 11A). Con este sustrato, al representar el flujo glticol
(Ju+p) frente a las concentraciones de los intermedid&eB(figura 12A) y 3-PG(figura
12B), encontramos un efecto mas claro de PIO y ROSkdalactividad de la piruvato
quinasa. Los dos antidiabéticos aumentanglg e la piruvato quinasa y desplazan la
curva ligeramente hacia la izquierda, indicandoposible efecto directo localizado
sobre esta enzima. Debido a la tan débil activageta glucdlisis (7% con PIO y 11%
con ROSI) obtenida a partir de fructosa, la desémade la curva hacia la izquierda no
es lo suficiente clara y patente como para querpodanunciar concisamente que, de
acuerdo a estos resultados el efecto de ambazoglga sobre la glucdlisis esta
localizado sobre la actividad de la PK. Estos tadok, al igual que los obtenidos con

DHA, también nos incitaron a investigar mas promdnte la actividad de la piruvato
quinasa hepatica.
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Figura 12. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la glucdlisis a partir de fructosa

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml) riueedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°thirsalo

en carbdgeno, en presencia de fructosa, con PIDM2%m), ROSI 25 pM &) 6 su vehiculo 4) tal y como esta
descrito en la leyenda deflgura 2. Las concentraciones intracelulares de PEP y Ges&Pmidieron en la fraccion
celular neutralizada recogida en cada estado esta@. Lafigura A muestra el efecto de PIO y ROSI sobre la
relacion entre PEP ¥ .p; lafigura B muestra el efecto de ambos farmacos sobre ladeleotre 3PG ) ,p. LOS

resultados se expresan como media + EEM; n=5 mejoares distintas de hepatocitos para cada coacéirde
PIO 6 ROSI

2.3. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobra lglucolisis a partir de glicerol

De igual forma que ocurrié con los otros dos ststranteriores, DHA vy fructosa,
con glicerol obtuvimos la clasica curva sigmoide laepiruvato kinasdfigura 13A).
Pioglitazona y rosiglitazona, a la concentracionplelada de 25 uM, desplazaron
ligeramente la curva que muestra la relacion eR&® yJ.p hacia la izquierda,
evidencia de la leve activacion que producen amsbhee la glucdlisigfigura 13A). Por
accion de las glitazonas también la cinética denama PK permanece del tipo de
enzima alostérica y la Mx aparente parecaumentar. La determinacion del 3-

fosfoglicerato (3PG{figura 13B) confirma que ambos antidiabéticos actuan direatéene
sobre la PK.
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Figura 13. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la glucdlisis a partir de glicerol

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml)riueedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°thirsalo

en carbégeno, en presencia de glicerol, con PI@M5m), ROSI 25 uM &) 6 su vehiculo 4) tal y como esta
descrito en la leyenda deflgura 2. Las concentraciones intracelulares de PEP y Ges&Pmidieron en la fraccion
celular neutralizada recogida en cada estado estadd. Lafigura A muestra el efecto de PIO y ROSI sobre la
relacion entre PEP ¥ .p; lafigura B muestra el efecto de ambos farmacos sobre ladelaotre 3PG ) ,p. LOS

resultados se expresan como media + EEM; n=5 maejomes distintas de hepatocitos para cada coacérirde
PI1O 6 ROSI

A la luz de los resultados no muy claros sobrefette de PIO y ROSI en la
glucdlisis hepética que obtuvimos mediante el aitdlie las concentraciones de los
metabolitos intracelulares PEP y 3-PG, decidimtsdéar méas profundamente la accion
de estos dos antidiabéticos sobre dos parametresinfluyen en la glucdlisis: el
potencial redox y la relacién ATP/ADP. Y por ultimovestigamos el efecto directo de
P10 y ROSI sobre la actividad de la enzima PK.

2.4. Papel de la relacion ATP/ADP celular en el efto de pioglitazona y
rosiglitazona sobre la glucdlisis a partir de DHAfructosa y glicerol

Desde el punto de vista del control de la glucglisdricamente todas las etapas
implicadas en la conversiéon de la DHAP en PEP puegkrcer un control sobre el flujo
glucolitico, aunque el grado de influencia de lagias implicadas en dichas etapas
sobre la concentracion del PEP es diferente. Lascienes catalizadas por la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPdHamyadda de la transformacién de
gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-difosfoglicerateioeversa) y la fosfoglicerato quinasa
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(PGK, responsable de la interconversion de 1,3sfiifglicerato y 3-fosfoglicerato),
aungue funcionan cerca del equilibrio pueden afecta concentracion del PEP por un
efecto mediado, bien por la relacion ATP/ADP citmsdo por el estado redox del
Mismo(ver figura 1 de “Resultados”).

Por lo tanto, mediante la técnica de HPLC medinuoss Hiveles citosdlicos y
mitocondriales de ATP, ADP y AMP. Obtuvimos los nosdcitosélico y mitocondrial
de las muestras de hepatocitos recogidos en lostdss estados estacionarios de los
experimentos de perifusion con DHA, fructosa y agiid como sustratoga técnica de
fraccionamiento celular esta explicada en la seccicde “Material y Métodos”). Como se puede
observar en la siguiente talabla 1), en las perifusiones realizadas utilizando DHA
como sustrato pioglitazona inhibié en casi un 4&%elacion ATP/ADP citosdlica. Esta
disminucién estimula la reaccion entre 1,3-difoftmgato (1,3-DPG) y 3-
fosfoglicerato (3PG). Esto puede traducirse enumeato en la concentracion del PEP
y por consiguiente, un aumento del flujo del PERraaés de la PK, ya que la
disminucién del ATP estimula también la actividagl ld PK (Leverve, 1994b) Esta
acumulacion citosélica de PEP por accion de PI@® egie observabamos enfigura
11A. Rosiglitazona, por el contrario, no ejerce ninggfacto significativo sobre la
relacion ATP/ADP citosoélica, lo cual concuerda ¢amlisminucion de la concentracion
de PEP obtenida y representada en la misma figi@atambién disminuye la relacion
ATP/ADP mitocondrial en un gran porcentaje supeeb66%. Esto nos indica que
pioglitazona, ademas de sus efectos metabdlicomegracionados, podria afectar la
respiracion celular a nivel de la cadena respi@tmde la ATP sintasa. Abordaremos el
estudio de estos ultimos efectos mitocondrialesctlis de las glitazonas mas adelante.
A partir de fructosa y glicerol como sustratos, raetk el analisis del flujo glucolitico a
través de la determinacion de la concentracionkrR Y3PG, pudimos demostrar mas
claramente que la leve activacion sobre la gladue producen PIO y ROSI se debe
a una accion directa sobre la piruvato quinasa.gdancon fructosédtabla 2), pio no
disminuyo la relacion ATP/ADP citosolica, ROSI &iihhibié en un 21%. Mientras que
a partir del gliceroltabla 3), tanto PIO como ROSI disminuyeron esta relacioruen
12% y 5%, respectivamente. Con los dos sustrat®slos antidiabéticos disminuyeron
claramente la relacion ATP/ADP mitocondrial, lo kcsamado a lo obtenido con DHA
nos animo a intensificar el posterior estudio dedéectos directos mitocondriales de
ambos agentes.
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Tabla 1

DHA CITOSOL
AP ADP  AMP  JAN ATPIADP
Contol  5,8140,36 2,88:0,27 0,5240,09 9,2130,30 2,9240,53

PIO25uM  52740,25 3,7120,19 0,6120,07 9,59+0,30 1,63+0,16

ROSI25uM 5,5840,30 2,4240,17 0,3840,05 8,38+0,29 2,8110,25

MITOCONDRIA

ATP  ADP AMP YAN  ATP/ADP
Control 1,3310,20 2,2910,14 0,57+0,05 4,17+0,29 0,62+0,09

PIO25uM  0,62+0,07 3,370,2 0,42+0,03 4,40£0,28 0,21+ 0,02
ROSI25uM1,79+0,13 3,30+ 0,17 0,50+ 0,03 5,49+ 0,19 0,64+ 0,07

" EFRUCTOSA CITOSOL

ATP  ADP AMP YAN  ATP/ADP
Control 6,0610,47 3,59+0,31 2,02+0,16 11,66+0,7 1,81+0,13

PIO25uM  45140,19 2,86+0,22 2,58+0,21 10,14+05 1,81+0,12
ROSIZ5uM  4,1040,17 3,18+0,14 2,0240,13 9,30+0,28 1,4240,07

MITOCONDRIA

ATP  ADP AMP YAN  ATP/ADP
Control 4,08+0,32 3,77+0,24 1,36+0,10 9,21+0,47 1,13+0,08

PIO25uM  4,49+0,30 4,71+0,31 1,18+0,10 10,41+0,6 1,00+0,06

ROSIZ5uM  3,15+0,13 4,54+0,14 1,8040,17 10,4106 0,7240,03
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™ GLICEROL CITOSOL

ATP  ADP AMP YAN  ATP/ADP
Control 4,40+0,42 4,15+0,29 3,8510,72 12,41+0,8 1,13#0,15

PIO25uM  3,55£0,18 3,59:0,27 2,72#0,15 9,86£0,48 0,99:0,08
ROSIZ5 M 3,2540,17 3,05£0,13 2,5840,20 8,88+0,33 1,07+0,06

MITOCONDRIA

ATP  ADP AMP YAN  ATP/ADP
Control 1,1940,20 2,59+0,32 2,130,21 5,9240,65 0,45:0,03

PIO25uM  1,9040,10 5,76+0,24 3,77£0,19 11,07+0,6 0,3320,02

ROSIZ5 M 2,15#0,14 6,4740,16 3,96£0,13 12,33:0,5 0,34%0,02

Tabla 1,2 y 3. Efectos de pioglitazona y rosiglitana sobre las concentraciones de
los nucleodtidos adenilicos y la relacién ATP/ADP tsélica y mitocondrial
de los hepatocitos perifundidos con DHA, fructosa glicerol

Los hepatocitos aislados de ratas Wistar machay@mas se perifundieron con DHA, fructosa y glittaby como
esta descrito en lfigura 2. En cada estado estacionario, se recogieron rasedt# las camaras. La fraccion
mitocondrial se separ6 de la fraccion citosotliteagés de una capa de aceite de silicona medibfifezeionamiento
celular con digitonina. Las concentraciones denloslettidos adenilicos (ATP, ADP y AMP) se midierem los
compartimientos citosélicos y mitocondriales pavnsatografia liquida de alta eficacia (HPLERN representa la
suma de las concentraciones de ATP, ADP y AMP. temiltados se expresan como media + EEM; n=6
preparaciones distintas de hepatocitos a partiDH&; n=5 preparaciones distintas de hepatocitosadirpde
fructosa; n=5 preparaciones distintas de hepataifoartir de glicerol.

Los resultados preliminares obtenidos a partir deanalisis de los
intermediarios metabdlicos (PEP,3-PG) y la relacio®TP/ADP celular,
nos indicaron que la activacion de la glucdlisis pgioglitazona y
rosiglitazona, se debe en parte, a un efecto direclocalizado a nivel de
la enzima piruvato quinasa
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2.5. Activacion directa de la actividad de la piruato quinasa por pioglitazona y
rosiglitazona

Determinamos la actividad de la enzima piruvatongsé siguiendo el protocolo
detalladamente explicado en la secciémtérial y Métodos”. La determinacién de la
actividad de la piruvato quinasa se realiz6 medidat adicion de concentraciones
crecientes de fosfoenolpiruvato, después de laeoitin de dicha enzima, con o sin
purificacién parcial, a partir de los hepatocitosyiamente incubados con pioglitazona,
rosiglitazona 6 su vehiculo, junto con el glucagjahibidor clasico de la glucdlisis). La
actividad de la piruvato quinasa hepética no maifa (M-piruvato quinasa) se midio
en el sobrenadante mientras que la actividad émZana parcialmente purificada (L-
piruvato quinasa) se midi6 en el precipitado despde lavar el homogenado con
sulfato de amonio saturado.

Los resultados que obtuvimos, expuestos en laggitpiiablgtabla 4), demuestran
claramente que el efecto activador de PIO y ROBIeska glucdlisis hepatica reside en
la modificacion de la actividad de la piruvato qsa. Segun lo obtenido, estos dos
antidiabéticos no actuan de igual forma segunage tte la enzima total o parcialmente
purificada. Cuando analizamos exclusivamente lansnzparcialmente purificada, lo
gue obtuvimos fue una gran activacion de su vetmtiaxima (May €n un 26% y un
15,5% por efecto de PIO y ROSI, respectivamenteeniis que cuando centramos
nuestro estudio en la enzima hepatica totalmentdigaaa, los dos farmacos no
modificaron su Wax pero si alteraron la relacion Vif¥% En este ultimo caso, PIO
aumentod la relacion V/iVax enun 35% y ROSI, mas débilmente, en un 23%.

PIRUVATO QUINASA

VIV max (0.4 mM PEP V max (4 mv PEP)
Purificada Parcialmente Purificada Parcialmente
purificada purificada
nmwoih/mg protein nnilanin/mg protein
Control 0.34£0.02 0.26 £0.03 230.6+22.1 372 +9

(DHA)

Glucagén 0.30+0.02 0.21 +0.02 209.5+18.8 348 +27
10’ M

Pioglitazona 0.46 + 0.27£0.02 210.5+12.8 482,72+
25uM 0.02*** 9,22%**

Rosiglitazona 0.42 £0.02* 0.27+0.08 221.2+22.2 429.92 +
25 llM 7,68***
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Tabla 4. Efectos de pioglitazona y rosiglitazona boe la actividad de la piruvato quinasa
determinada in vitro sobre la enzima no purificaday parcialmente purificada

Los hepatocitos (10 mg peso seco)maislados de ratas Wistar machos en ayunas sédrau en Krebs-
Bicarconato-Calcio saturado en carbogeno a 37°C du@htminutos en viales cerrados con 20 mM de DHA en
presencia de vehiculo, glucagén (1), de PIO 25 uM o ROSI 25 uM. Después de la incidma las muestras
celulares se recogieron de los viales, se cendiifirg se resuspendieron y se homogenizaron duramenuto tal y
como esté descrito en la secciénMaterial y Métodos Después de la centrifugacion, la actividad dpifavato
quinasa se midié en el sobrenadante, con o sifiga@ion parcial, en presencia de concentraciomesientes de
PEP. La relacion v/Vmax representa la actividadadpiruvato quinasa con 0,4 mM de PEP (v) dividma la
actividad méaxima obtenida con 4 mM de PER. 4/ Los resultados se expresan como media *+ EEM; n=5
preparaciones distintas de hepatocitos. *p<0.05, p<0.001 comparado con el control.

Estos resultados nos indican que el efecto activadde pioglitazona
o de rosiglitazona sobre la glucélisis hepatica saplica a la vez
mediante la activacion de la PK y la disminucion déa relacion

ATP/ADP citosélica
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3. INHIBICION DE LA GLUCONEOGENESIS POR
PIOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA A PARTIR DE TODOS
LOS SUSTRATOS UTILIZADOS (DHA, FRUCTOSA, GLICEROL
Y LACTATO+PIRUVATO) EN HEPATOCITOS DE RATA EN
PERIFUSION

3.1. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrealgluconeogénesis a partir de
DHA

Para investigar la(s) etapa(s) que estan implisadaf la inhibicion de la
gluconeogénesis por la SB en los mismos experiraem¢operifusion de hepatocitos
con DHA expuestos anteriormentigura 2A, 5A, 8A y 9), analizamos por métodos
espectrofluorimétricos las concentraciones inttdasts de los principales
intermediarios gluconeogénicos (G6P y F6P) y lggesentamos frente a los flujos
gluconeogénicos correspondientes en cada estauinoestrio.
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Figura 14A. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaobre la gluconeogénesis a partir de DHA:
relacién entre F6P y DHAP

En la figura anteriotfigura 14A) representamos la relacion entre la concentracion

intracelular de DHAP y fructosa-6-fosfato (F6Pgrmitiendonos asi estudiar “eiclo

de las fructosas’ fructosa-1,6-bifosfatasa/fosfofructoquinasa (BP#&sa/PFK). En
nuestras condiciones experimentales, utilizandonaleis en ayunas durante 24 h,
consideramos que la actividad de la enzima fosftdquinasa es muy bajailkis y
Granner, 1992) Ademas, se asume que la fructosa-bisfosfatoadeoy la triosa-fosfato
isomerasa (TPI) se encuentran funcionando cercegadibrio (Groen y cols., 1983; 1986)

Por lo tanto, la concentracion de DHAP probablemeefleja la concentracion de
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fructosa 1,6-bisfosfato (F1,6bP). Ambas glitazanagben ligeramente la formacion de
DHAP a través de una disminucion en la fosforilaai@ DHAP(figura 3A). Gracias a la
figura 14A podemos deducir que pioglitazona no afecta estl,csus valores se
correlacionan con los controles en cada estadoiestaio (entre 30 y 120 nmol-g peso
seca' para F6P). No podemos decir lo mismo en el cad®@8l. La F6P se encuentra
disminuida por accién de ROSI (valores entre 3G y®iol-g peso secdrente 30-120
nmol-g peso secade F6P que se producen en la situacién controf)taPto, podemos
sugerir que ROSI afecta débilmente el “ciclo de fasctosas”, probablemente
inhibiendo la F-2,6-bisfosfatasa. Sobre este pymiede radicar el mayor efecto
inhibitorio sobre la gluconeogénesis que produd@SRrespecto a PIO (47% frente a
38%, respectivamente).

Por lo tanto, con los dos antidiabéticos la dismiiiu de la gluconeogénesis que
producen a partir de DHA se debe, principalmente) afecto inhibidor localizado mas
alla de la F6P, como se observa efiglaa 14B donde se demuestra que existe una doble
relacion entre los niveles de F6P vy el flujo dedpiezion de glucos@siucosy- EI hecho
de que ROSI pueda afectar el “ciclo de las frudbgégura 14A) no limita Gnicamente
a esta etapa el control que ejerce este antidtabstibre la gluconeogénesis. Como la
enzima fosfoglucoisomerasa (PGI) (encargada detéaconversion de F6P en G6P y
viceversa) funciona cerca del equilibrio, tedricateeencontraremos la misma doble
relacion entre G6P J6iucosaque entre F6P Jeiucosa(figura 14C).
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Figura 14. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la gluconeogénesis a partir de DHA

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml) riugedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°tirsao
en carbogeno en presencia de DHA, con pioglitazZingM (@), rosiglitazona 25 uMu() o su vehiculo 4) tal y
como esté descrito en la leyenda diigara 2. Las concentraciones intracelulares de G6P y ese@midieron en la
fraccién celular neutralizada recogida en cadadesesstacionario. Léigura A muestra el efecto de PIO y ROSI
sobre la relacion entre DHAP y F6P;figura B muestra el efecto de los dos antidiabéticos slabrelacion entre
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F6P yJGlucosa la figura C muestra el efecto de ambos farmacos sobre laiGelantre G6P yGlucosa Los
resultados se expresan como media + EEM; n=6 pejoaes distintas de hepatocitos para cada caoaceht de
glitazona

En nuestras condiciones de trabajo, el flujo médtedé@ través de la enzima
glucoquinasa (GK) es despreciable por la baja sijmede la GK debida al ayuno de
24 h(Groen y cols., 1983; 1986)Ademas, el sistema de perifusion permite unavaeion
permanente del medio extracelular, impidiendo lamadacién de la glucosa en las
camaras de perifusion. Asi, la doble relacion etteda entre la G6P Ygsjucosa €N
presencia de PIO y ROSI nos indica que, la inhdbiade la gluconeogénesis hepéatica
inducida por las dos se debe, por lo menos en,partsa potente inhibiciéon de la
hidrolisis de G6P a nivel de la enzima gluconeozgglucosa 6-fosfatasa (G6Pasa).

3.2. Efecto de pioglitazona vy rosiglitazona sobrealgluconeogénesis a partir de
fructosa

Al igual que el apartado anterior con el sustratblAD en los mismos
experimentos de perifusién de hepatocitos condsactomo sustraf@igura 5, figura 6 y
anexo 1)representamos la relacién entre la concentracithacielular de DHAP y F6P
(figura 15A) y entre el flujo gluconeogénico frente a la Kfidtra 15B) y la G6P(figura
15C).

Trabajando con fructosa como sustrato, las dosazglitas inhiben muy
débilmente y sin significaciola fosforilacion de la DHA (como muy bien expusimos
anteriormentefigura 6)). De tal forma que, la inhibicion sobre este putgcentrada de
la DHA a la via GNG/glucdlisis no constituye el €mipunto de control gracias al cual
podamos explicar el efecto que producen PIO y RE8ie dicha via. Por lo tanto, en
la inhibicién de la GNG hepatica a partir de frsetdambién estan implicadas otras
etapas entre la DHAP y la glucosa.

A diferencia de lo que ocurre con la DHA, con fosa ninguna de las dos
glitazonas actua sobre “el ciclo de las fructogagira 15A). Al examinar esta figura
comprobamos que los valores de F6P se correlaceméas 3 situaciones (control, PIO
y ROSI) entre valores de 40-100 nmol-g peso SeBeacias a las dos figuras siguientes
deducimos que el efecto inhibitorio de PIO y ROSk&docalizado mas alla de la F6P,
como se indica en la doble relacion entre F6R)osa(figura 15B), probablemente a
nivel de la enzima G6Pasa como se demuestra avbla telacion de l&éigura 15C. La
enzima fosfoglucoisomerasa (PGI) funciona cerca deqbilibrio y por tanto,
encontramos la misma relacion entre GER ytosaque entre FEP Joiucosa EN Nuestras
condiciones, la doble relacion encontrada ent@dR y laJsiucosacOn PIO y ROSI nos
indica que, con la fructosa como sustrato, la icidh de la gluconeogénesis hepatica
inducida por ambos agentes se debe también a teat@dnhibicion de la hidrdlisis de
la G6P a nivel de la G6Pasa, tal y como demostramog| sustrato DHA
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Figura 15. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la gluconeogénesis a partir de fructosa

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml) riueedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°@rsao
en carbogeno en presencia de fructosa, con pipgiita25 UM ), rosiglitazona 25 pMs() o su vehiculo 4) tal y
como esté descrito en la leyenda diigara 5. Las concentraciones intracelulares de G6P y ese@midieron en la
fraccién celular neutralizada recogida en cadadesesstacionario. Léigura A muestra el efecto de PIO y ROSI
sobre la relacion entre DHAP y F6P;figura B muestra el efecto de los dos antidiabéticos slabrelacion entre
F6P yJGlucosa la figura C muestra el efecto de ambos farmacos sobre laidelantre G6P yGlucosa Los
resultados se expresan como media + EEM; n=5 pejoses distintas de hepatocitos para cada coaceht de
glitazona
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3.3. Efecto de pioglitazona vy rosiglitazona sobrealgluconeogénesis a partir de
glicerol

Centrandonos en los experimentos de perifusionegatbcitos en presencia de
glicerol expuestos en el apartado Ifigura 8A y anexo 2)y analizando los intermediarios
F6P y G6P, vemos que tanto PIO como ROSI inhibegllaoneogénesis hepatica
mediante el mismo mecanismo que en los experimenpastir de fructosa. Aunque las
dos glitazonas alteran ligeramente la fosforiladgi@nla DHA, las etapas de control
clave en la inhibicién de la gluconeogénesis sgara entre la DHAP y la glucosa. Los
valores de F6P y DHAP en las 3 situaciones esladiae correlaciondfigura 16A), lo
cual nos indica que estos dos agentes no actUaa ‘®lriclo de las fructosas”. Por lo
tanto, el principal lugar de accion de ambas gitas sobre la GNG debe estar
localizado més arriba de la F6FAI funcionar la PGl en condiciones proximas al
equilibrio, al igual que sucedi6 con los dos suietranteriores, con el glicerol también
obtuvimos una doble relacion idéntica al represegitflujo gluconeogénico frente a la
F6P (figura 16B) y la G6P(figura 16C). Esta doble relacion nos indica que, en este caso
también, la inhibicion de la gluconeogénesis hepatiducida por PIO y ROSI se debe
a una potente inhibicion de la hidrolisis de GGival de la G6Pasa
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Figura 16. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la gluconeogénesis a partir del glicerol

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml) riugedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°tirsao
en carbdgeno en presencia de glicerol, con piagiita 25 1M &), rosiglitazona 25 uMs() 0 su vehiculo 4) tal y
como esté descrito en la leyenda diigara 8. Las concentraciones intracelulares de G6P y ese@midieron en la
fraccion celular neutralizada recogida en cadadesestacionario. Léigura A muestra el efecto de PIO y ROSI
sobre la relacion entre DHAP y F6P;figura B muestra el efecto de los dos antidiabéticos slabrelacion entre
F6P yJGlucosa la figura C muestra el efecto de ambos farmacos sobre laigslantre G6P yGlucosa Los

resultados se expresan como media + EEM; n=5 pejomes distintas de hepatocitos para cada caoacent de
glitazona

3.4. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrealgluconeogénesis a partir de
lactato+piruvato

Al igual que ocurrio con los otros 3 sustratos aotes (DHA, fructosa y
glicerol), cuando realizamos la perifusion de hegis con lactato+piruvat@igura 9y
10B) gracias al analisis de los intermediarios G6P y &éRostramos que el punto de
control clave en la inhibicién de la GNG por pateePIO y ROSI se encuentra a nivel
de la enzima G6Pasa. En presencia de lactato+piraeano sustrato y representando
Jelucosafrente a F6Rfigura 17A) y G6P(figura 17B), podemos deducir que la disminucion
de la gluconeogénesis a partir de L/P por las dibazgnas se debe a un efecto
inhibidor localizado mas alla de la F6P, como skceen la doble relacion obtenida en
ambas representaciones. En nuestras condiciordshliarelacion que obtenemos entre
la G6P vy laJsiucosa refleja la potente inhibicion de la hidrélisis @6P a nivel de la
G6Pasa que producen PIO y ROSI.
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Figura 17. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la gluconeogénesis
a partir de lactato+piruvato

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15ml) riueedfundidos con Krebs-Bicarconato-Calcio a 37°thirsalo
en carbdégeno en presencia de lactato+piruvatopmmiitazona 25 pM«), rosiglitazona 25 pMs() o su vehiculo
(A) tal y como esta descrito en la leyenda déglara 9. Las concentraciones intracelulares de G6P y dre 966
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midieron en la fraccién celular neutralizada redagen cada estado estacionariofibara A muestra el efecto de
los dos antidiabéticos sobre la relacion entre ¥8Blucosa la figura B muestra el efecto de PIO y ROSI sobre la
relacion entre G6P yGlucosa Los resultados se expresan como media + EEM; preparaciones distintas de
hepatocitos para cada concentracion de glitazona

Los resultados obtenidos indican que, independienteente del sustrato
utilizado (DHA, fructosa, glicerol o lactato/piruvato), pioglitazona y
rosiglitazona inhiben la gluconeogénesis hepaticahibiendo la
liberacion de la glucosa a partir de la G6P mediamt un efecto

localizado posiblemente sobre la enzima G6Pasa

Por todo lo anteriormente expuesto, decidimos oeter la actividad de la
enzima glucosa 6-fosfatasa en presencia y ausesiga dos glitazonas. Ademas y dado
gue el glucagdén es una hormona hiperglucemiantacfu@ principalmente liberando la
glucosa a partir de la G6P, decidimos investigardosibles efectos antiglucagén de
pioglitazona y rosiglitaonza a nivel de la G6Pasa.
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4. EFECTO ANTI-GLUCAGON DE PIOGLITAZONA Y
ROSIGLITAZONA SOBRE EL METABOLISMO DE LA DHA

El glucagéon es una hormona hiperglucemiante cuyasorses principales
consisten antagonizar los efectos hipoglucemiadée$a insulina. Por otra parte, en
personas diabéticas los niveles del glucagon dos,aunque no se sabe aun la causa
de este aumento o si es causa 0 consecuencia diebltes. Por ello, decidimos
investigar si pioglitazona y rosiglitazona, con rat acciones hipoglucemiantes
inhibiendo la gluconeogénesis hepatica, son tambtéraces o no de antagonizar los
efectos metabolicos del glucagdén, especialmenteefactos sobre la GNG. Con ese
objetivo realizamos experimentos de perifusion lwepatocitos aislados a partir de ratas
sometidas a un ayuno de 24h y perifundidos conusirato metabolico DHA, en
presencia y ausencia de PIO o ROSI a la dosis deN5y glucagén (18 M).
Perifundimos los hepatocitos con las glitazonas mikma concentracion (25 uM) que
la que empleamos en los experimentos de perifysiésentados en todos los puntos
anteriores de esta seccion“Hesultados”.

4.1. Efecto antiglucagon de pioglitazona y rosighizona sobre la gluconeogénesis

Es necesario recordar que el glucagon estimulallaogeogénesis hepética
mediante un mecanismo estimulador de la sintesia @azima clave de la GNG, la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). Ademasntién estimula otra enzima
gluconeogénica, la fructosa-1,6-bifosfatasa, median mecanismo indirecteer punto
5.2 de la seccién “El higado” de Introduccion”) En nuestras condiciones de estudio
demostramos que el glucagoén, en efecto, aumengdutaneogénesis respecto a la
situacion control en un 98%igura 18A) a partir del segundo estado estacionario de la
perifusion (concentracién 0,2 mM de DHA). Esta em@activacion de la GNG, de casi
el doble, se mantuvo constante hasta el final gpé@mento. En esta misma figura
podemos obsevar que PIO y ROSI contrarrestaronapraente el efecto pro-activador
del glucagén, revirtiendo la GNG hepética en un 2&@riosamente, las dos glitazonas
actuaron de una manera muy similar entre si y enpesito no observamos un efecto
més potente de ROSI frente a PIO, como ocurri@empérifusiones a partir de DHA en
las que no infundimos glucagéiyura 2).

En estos mismos experimentos, también analizamas ifdermediarios
metabodlicos DHAP, G6P y F6P en cada estado esta@ooon el fin de dilucidar el
lugar de accion anti-glucagon de PIO y ROSIfig@a 18B muestra que, en presencia
de glucagon, existe una doble relacion entre DHAR y0sa El glucagén, ademas de
aumentar el flujo gluconeogénico, légicamente t@mtaumenta la concentracion de
DHAP. Dada la activacion espectacular de la retaeidtre DHAP YgucosaPOr efecto
del glucagébn en ausencia de los antidiabétigigura 18B), parece claro que la
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estimulacién de la gluconeogénesis por el glucagmnebe, sobre todo, a un efecto
localizado en una o varias etapas situadas enteeimtgrmediario metabdlico y la
glucosa. La existencia de una doble relacion diiie y el flujo gluconeogéniagigura
18C) indica claramente un efecto de la hormona situade alla de la F6P. Como la
G6P esta en equilibrio con la F6P a través de la &&ontramos una relacion idéntica
entre G6P Vgucosa(figura 18D), lo que confirma que el glucagén activaca fuerteméa
hidrolisis de la G6P a glucosa en la ultima etapéad/ia metabdlica.

Como obtuvimos un efecto muy parecido entre los fdosacos de estudio,
Unicamente exponemos los valores de los intermiedianetabdlicos (DHAP, G6P y
F6P) obtenidos en la situacion en la que infundimoaina misma camara PIO con
glucagon. La administracion de P1O 25 uM modifia fres relaciones presentadas que
entre el flujo gluconeogénico y DHAP, F6P y G6P.esencia de PIO+glucagén se
revirtid el efecto del glucagon, inhibiéndose laniacion de DHAR(figura 18B) y por
tanto, la concentracion de F@Rura 18C). Sin embargo, de la interpretacion deidara
18D deducimos que toda esta F6P que se transforma BnnG&e defosforild hasta
glucosa, ya que obtuvimos un ligero aumento devlderes de G6P por accion de
P1O+glucagon respecto a los valores control. Laradacion de G6P por accion de P1O

nos indica que PIO, en estas condiciones en priesdaalucagon, inhibe a la enzima
G6Pasa.

Pioglitazona y rosiglitazona inhiben la gluconeogésis
a partir de DHA por un efecto situado en la Gltimaetapa
de la via metabdlica que cataliza la reaccién dedridlisis de G6P a
glucosa. Los dos farmacos ejercen su efecto antighgon en esta
misma etapa. Este efecto puede deberse a una inkilbnde la enzima
glucosa-6-fosfatasa
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Figura 18. Efecto antiglucagdn de pioglitazona y miglitazona
en hepatocitos de rata perifundidos con DHA

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15 mljskean de ratas Wistar machos en ayuno duranteoPds y
fueron perifundidos con Krebs-Bicarbonato-Calcio 4CG38aturado en carbdgeno tal y como esta descritia en
seccion de “Material y Métodos”. Después de un erigstado estacionario sin sustrato, la DHA seupdif en las
dos camaras a concentraciones crecientes (0,18; @©,80; 1,20; 2,40 y 4,80 mM) con el vehicula)( con el
glucagén (10 M) y el vehiculo 4) o con el glucagén (10M) y pioglitazona 25:M (m) o rosiglitazona 25M (m).

El flujo de la gluconeogénesis (JGlucosa) represknen lafigura A se calculé a partir de las concentraciones de
glucosa del perifusato. En cada estado estacignseiagecogieron muestras de células de las dosrasrgase
centrifugaron a través de una capa de aceite c@mioasdescrito en la seccién de “Material y Métodadsis
concentraciones intracelulares de DHAP, G6P y F6kislieron en la fraccion celular neutralizada.figara B
muestra la relacion entre la DHAP y JGlucosdjdara C muestra la relacion entre F6P y JGlucosdiglara D
muestra la relacion entre G6P y JGlucosa. Los tang se expresan como media + EEM; n=5 prepamegion
distintas de hepatocitos para cada condicion. *@4p€1 valores de PIO respecto a los control ahe@uiracion de
DHA correspondiente. ### p<0,001 valores de ROPleEts a los control

4.2. Investigacion del posible efecto antiglucagode pioglitazona y rosiglitazona
sobre la glucolisis

En los mismos experimentos mencionados en el @wadaterior, también se

investigo el flujo glucoliticaJ.+p) y su influencia por el glucagén y las glitazonas e
hepatocitos perifundidos con DHA.

En lafigura 19 demostramos que, como cabria esperar, el glucaddnia el flujo
glucolitico en un 82% a partir del mismo momentajaa comenzamos a infundirlo en
las camaras de perifusion junto con la DHA y lagbnas o su vehiculo. Pioglitazona
y rosiglitazona antagonizaron el efecto del glucagiumentando la glucdlisis hasta en
un 120% en todos los estados estacionarios. En past®, como ocurrié en la
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gluconeogénesis, no existieron diferencias engealts glitazonas: ambas fueron igual
de potentes en su capacidad de revertir el efettglucagon.
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Figura 19. Efecto del glucagén sobre la glucolisée los hepatocitos de rata
perifundidos con DHA en presencia o no de pioglitamna y rosiglitazona

Los hepatocitos (200 mg de peso seco en 15 mipriyeerifundidos a 37°C con Krebs-Bicarbonato-Calctarsao

en carbégeno, con DHA y vehiculd §; con DHA, glucagén (I6M) y vehiculo §) o con DHA, glucagén (16M)

y pioglitazona 251M (m) o rosiglitazona i) tal y como esté descrito en la leyenda déglara 18. El flujo de la
glucdlisis(JL+P) se calcul6 a partir de las concentraciones dattachas piruvato del perifusato. Los resultados se
expresan como media + EEM; n=5 preparaciones thstide hepatocitos para cada condicion. **p<0,08lbres

de PIO respecto a los control a la concentraciobldA correspondiente. ### p<0,001 valores de RO§ieeto a

los control
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5. EFECTO DE PIOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA GLUCOSA-6-FOSFATASA

Los resultados y conclusiones que expusimos eadagados anteriores 3 y en el
4.1. indican que la doble relacion resultado delctef de PIO y ROSI entre la
concentracion de G6P y el flujo gluconeogénicaediejo de una potente inhibicion de
la hidrolisis de la G6P por accion de estos dosliabeticos a nivel de la enzima clave
en la ultima etapa de la GNG: glucosa-6-fosfatBséo sucede con todos los sustratos
utilizados: DHA, fructosa, glicerol y lactato/pirato (figura 14C, figura 15C, figura 16C y
figura 17B).

Para investigar los efectos directos de pioglitazgnrosiglitazona sobre esta
enzima, determinamos la actividad de la enzimaoglar6-fosfatasa segun la técnica de
Baginski y cols(Baginski y cols., 1975) Para lo cual, los hepatocitos se incubaron en dos
tiempos: en primer lugar con Krebs-Bicarbonato-f@aton DHA y en segundo lugar
con tampon sacarosa-Tris, afladiendo a éste Ultiorecentraciones conocidas y
crecientes de G6P. Asi, pudimos investigar el efédirecto” de pioglitazona y
rosiglitazona sobre la actividad de esta enzingf@lanacos se afiadieron en la segunda
incubacion) (ver Material y Métodos). Esta deteraion se realizé también utilizando
como control positivo glucosa 100 mM, que es urbiklor tipo de referencia de la
enzima G6Pasa.

En la siguiente figur&igura 20) podemos ver como PlO, ROSI y la glucosa 100
mM inhibieron la actividad de la enzima glucosaséfatasa a partir de la primera
concentracion de G6P empleada (0,5 mM). El efedioibitotio de ROSI fue
ligeramente superior al producido por PIO, un 3886tk a un 26%, respectivamente, a
partir de una concentracion de G6P de 1 mM. Comtwgiso, la glucosa 100 mM
produjo la mayor inhibicién en torno a un 50 %,e @@ mantuvo en valores constantes
también a partir de 1 mM de glucosa.

150 4

100 -

S0

(nmmol.min . mgpreteinast)

Actlvidad dela Glucora-6-fonfatana

G6P (mM}
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Figura 20. Efecto “directo” de pioglitazona y rosiditazona sobre
la actividad de la glucosa-6-fosfatasa in vitro

La actividad de la enzima glucosa-6-fosfatasa $erménd en hepatocitos de rata incubados en dowmpds: la
primera incubacion fue de 30 minutos a 37°C en KRibarbonato-Calcio con DHA 20 mM y la segunda fuel@e
minutos a 37°C en tampdn sacarosa-Tris con distouasentraciones de G6P. Se estudio el “efectatditee las
dos glitazonas a la dosis 25 uM cuando se afiad@rda segunda incubacidn. Tras el choque hipo-fismnoéon
Tris y la sonicacién, se evalud la actividad deetaima glucosa-6-fosfatasa, midiendo el fosfatagamnico (Pi)
liberado mediante la hidrdlisis de la G6P, coma dsiscrito en la seccién de Material y Métodoscduaribucion de
la actividad de las fosfatasas no-especificastsa@mediante la hidrolisis d@lglicerofosfato en lugar de la G6P en
las mismas condiciones experimentales y se restdlas las medidas. Los resultados se expresan nwd@ +
EEM; n=15 incubaciones para nueve preparacionadace$ distintas. **p<0,01 valores de PIO respexttns
control a la concentracion de G6P correspondiefite;p<0,01 valores de ROSI respecto a los controh a |
concentracién de G6P correspondiente; t11 p<0,08fbres de glucosa 100 mM respecto a los contrid a
concentracién de G6P correspondiente

La siguiente tablgtabla 5) muestra los parametros cinéticos, Konstante de
afinidad) y la \hax (velocidad méaxima) de la enzima G6Pasa (enzimadéitana) en
la situacion control, en presencia de glucosa 1M de PIO y de ROSI a la misma
concentracion de 25 pM. En ella podemos observaldsico efecto inhibitorio de la
elevada concentracion de glucosa sobre la activilgalh glucosa 6-fosfatagarion y
Wallin, 1973). Esta tabla también nos muestra que las dos glitazsometidas a estudio
actuan de forma directa sobre la enzima. Concretend’lO y ROSI inhiben la
velocidad maxima de la G6Pasa en un 31% y 27%gectEspmente, sin afectar de
forma significativa a su constante de afinidad. uRas paradojico que habiendo
encontrado una mayor inhibicion de la actividad laleenzima por parte de ROSI
respecto a PlO, sea pioglitazona quien inhibe egomporcentaje la Vmax de la
enzima.

GLUCOSA-6- EFECTO DIRECTO
FOSFATASA Km Vim

mM nm-min'-mg proteinas
Control 3,43+£0,3 160 + 13
Glucosa 100 mM 2,86 £0,3 65 + 8***
Pioglitazona 25uM 2,89+0,6 111 +15*
Rosiglitazone 25 pM 3,78 +0,¢ 118 +1°

Tabla 5. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sab la
cinética de la enzima glucosa-6-fosfatas “in vitro”

Los valores Km y Vmax de la enzima glucosa-6-f@sfatse calcularon ajustando la curva con la equal®d
Michaelis-Menten mediante el Ultrafit software. talidad del indice de ajuste era de 0,98 + 0,0%.resultados se
expresan como media £ EEM; n=15 incubaciones paggenpreparaciones celulares distintas. *p<0,3%5p<0,001
vs. valores control
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Estos resultados muestran que, con dihidroxiacetonsomo sustrato, la
inhibicion de la gluconeogénesis por pioglitazonanpsiglitazona
efectivamente se debe a la inhibicion de la enziniz6Pasa

6. EFECTO DE PIOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA SOBRE LA
GLUCOGENOLISIS

Dado que las dos glitazonas investigadas (pioglitazy rosiglitazona) afectan
profundamente el metabolismo hepatico, inhibierad&NG y activando la glucdlisis,
decidimos investigar el efecto de ambos agentesestzb glucogenolisis hepética
debido a la gran relacion que guarda este procesabdlico con el metabolismo
hepético global. Para llevar a cabo este procegiaamos ratas no en ayunas, con libre
acceso a la comida y al agua durante toda |la rextieeior al experimento, con el fin de
asegurarnos de que las reservas del glucogeno idepédtuviesen elevadas. Se
obtuvieron los hepatocitos y se realizaron expertoge de perifusion, donde se
monitorizo en el perifusato a distintos tiempos$ibaracion de la glucosa, del lactato y
del piruvato, en presencia o ausencia de piogliazam rosiglitazona 25 uM junto con
glucagén (19 M), hormona hiperglucemiante que estimula la gyerwlisis hepatica.

6.1. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobréd #ujo de glucosa

La siguiente figurafigura 21) representa el flujo de la glucosa liberada a pdéi
glucogeno(Jeiucosgd de hepatocitos en perifusion, en funcidon del tierap presencia o
ausencia de 25 uM de pioglitazona o rosiglitazama @ sin glucagénm(10M). El
glucagon y los antidiabéticos se administraron lemieuto 25 (t25) de la perifusion,
tras un periodo de estabilizacion de los hepatacito

En la situacion en que no infundimos glucagén senckmaras de perifusion, la
liberacion de glucosa se fue ralentizando hastaresl minimos. De manera muy
interesante, tanto PIO como ROSI activaron, aungoe significativamente, la
glucogenolisis hepatica en ausencia de glucagamed0%. Sin embargo, tras infundir
la hormona al t25 el flujo de la glucosa liberadananto significativamente en mas de
un 217% para luego disminuir a partir del t35ytabmo se esperalyauigas, 2003) En
este punto, ninguna de las dos glitazonas ejerniéefecto antiglucagon sobre la
liberacion de glucosa, ya que, paradojicamenteiftdio este flujo mientas que ROSI
lo activé. El efecto de ambas (tanto inhibidor coamivador), de un 10%, no fue
significativo.
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Figura 21: Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre el flujo de liberacion de
glucosa a partir del glucégeno en los hepatocito® data perifundidos

Los hepatocitos (100 mg de peso seco en 15 mikkean a partir de ratas Wistar machos no en asjuotm acceso
ad libitum a la comida y al agua y fueron perifuludi con Krebs-Bicarbonato-Calcio a 37°C saturado gsvgano
tal y como esté descrito en la seccion de Matgrdétodos. Después de un periodo de estabilizat#é25 minutos,
se infundieron el vehicula\}, pioglitazona 25uM (o), rosiglitazona 2:M (o), el glucagén (10 M) junto con el
vehiculo (A) o junto con pioglitazona 25M (m) o rosiglitazona 25uM (m). Esta figura muestra el flujo de
produccion de glucosa liberada a partir del glun6g@Glucosa) Este flujo se calculd a partir de las concentraes
de glucosa en el perifusato. . Los resultados ggesan como media + EEM; n=4 preparaciones distid&
hepatocitos. t11 p<0,001 valores de glucagét WD respecto a los del vehiculo sin glucagén a lempos
correspondientes

6.2. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobra Iglucdlisis a partir de la glucosa
liberada por la glucogenolisis

En los mismos experimentos de perifusion mostragtosel apartado anterior
(figura 21), también medimos el flujo glucolitic@).+p) en el perifusato recogido a
diferentes tiempos. Realizamos estos experimemt@sesencia o ausencia de glucagon
107 M junto con o sin pioglitazona y rosiglitazona.

Cuando infundimos solamente el glucagén en las &@@rie perifusion, sin presencia
de las glitazonas, los dos farmacos activarondadiisis al igual que lo hicieron en los
experimentos de perifusion de hepatocitos realzgmra investigar el metabolismo
global de DHA, fructosa y glicer@iiguras 2B, 5B y 8B) La activacion obtenida fue de un
33% en el caso de PIO y de un 40% en el de R@Gia 22). Esta activacion se

mantuvo constante hasta el final del experiment.aldministracion de glucagon
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inhibié drasticamente el flujo glucolitico en un,5% (de 7,8Qumol-min*-g PS" a 2,22
umol-mint.g PS-1 a t37). Las dos glitazonas, en esta situgonto con el glucagon,
también activaron la glucolisis de la glucosa kioker a partir del glucogeno. El efecto
encontrado fue muy potente y significativo:

a t=37, pioglitazona activd .p en un 76% y ROSI en mas de un 193%

Por lo tanto, estos resultados son coherentesaacdion de los dos farmacos
sobre la glucdlisis comentada anteriormente. Aderésido al efecto casi nulo de las
dos glitazonas sobre la liberacion de glucosa pdacogendlisis (apartado 6.1.),
podemos concluir que tanto pioglitazona como rdagpna ejercen un efecto anti-
glucagon, revirtiendo la accion hiperglucemiante ldehormona, a través de una
activacion la glucdlisis y degradacién de la glacdiberada a partir del glucégeno
hepético.
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Figura 22. Efectos de pioglitazona y rosiglitazonaobre el flujo glucolitico
en hepatocitos de rata perifundidos

Los hepatocitos (100 mg de peso seco en 15 mipriueerifundidos con Krebs-Bicarbonato-Calcio a 37°@rsao

en carbdgeno con el vehiculty)( pioglitazona 2uM (o), rosiglitazona 2M (o), el glucagén (10 M) junto con el
vehiculo (A) o junto con pioglitazona 2@V (m) o rosiglitazona 2%M (m) tal y como esta descrito en la leyenda de
la figura 21. El flujo glucolitico (JL+P) se calculé a partir de las concentraciones datmehas piruvato en el
perifusato. Los resultados se expresan como meBiaM; n=4 preparaciones distintas de hepatocitb$.pk0,001
valores de glucagén TM respecto a los del vehiculo sin glucagén ailrspos correspondientes; T p<0,05 valores
de PIO o ROSI sin glucagén respecto a los valoréscubd sin glucagdén a los tiempos correspondientés,
p<0,001 valores de ROSI+glucagdn respecto a loseslglucagon a los tiempos correspondientes; *f<@alores

de P1O+glucagdn respecto a los de glucagén adogptys correspondientes
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6.3. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrd #ujo metabdlico total producido
por el metabolismo de la glucosa liberada del glugéno hepatico

La figura siguientefigura 23) representa el flujo metabdlico total en funciéh de
tiempo. Recordamos que el flujo metabdlico tdthk p) se expresa en forma de
equivalentes de 3 carbonos mediante la suma dedsg + lactato + piruvato.

Cuando se administra el glucagén en el t25, eb flagtabdlico total aumenta en
un 78,5% con respecto a los experimentos contridsegue administramos Unicamente
el vehiculo donde se disolvieron los farmacos &sapmle valores de 16,2fhol-min'.g
PS! a valores de 29,08mol-miri*-g PS' por accion del glucagén). La administracion
simultdnea de PIO junto con el glucagbn no modifsignificativamente el flujo
metabdlico total inducido por la hormona. Mientgage la administracion conjunta del
glucagon junto con ROSI si que resulté en un aumentmas de un 24% délg,p.
Estos resultados se explican por la activacioraategradacion de la glucosa liberada a
partir del glucogeno que producen estas dos ghiezAsi, en el caso de PIO la ligera
disminucién enlgycosa(figura 21) Se ve contrarrestada por la activacion produaidal e
flujo glucolitico (figura 22) y cuando se trata de ROSI, la enorme activacidriluje
glucolitico que produce prevalece sobre el ligeiecte que provoca a nivel de la
glucdgenolisis hepatica.

Estos resultados obtenidos de la administraciofuotan de las glitazonas junto
con el glucagon son coherentes con los obtenigmsdo se administraron por separado
todos los agentes. En efecto, la administracionPt@ y ROSI (en ausencia de
glucagdn) también aumenta significativamente gbflaetabdlico global respecto a la
administracion Unica del glucagon. El efecto netoRIO y de ROSI consistié en
aumentar ell,g p €n un 29% y un 30%, respectivamente. Este efectmsontré a t37 y
se mantuvo constante hasta el final del experimento
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Figura 23. Efectos de pioglitazona y rosiglitazonaobre el flujo metabdlico
total en hepatocitos de rata perifundidos

Los hepatocitos (100 mg de peso seco en 15 mipriugerifundidos con Krebs-Bicarbonato-Calcio a 37°@Qrsao

en carbdgeno con el vehiculty)( pioglitazona 2uM (o), rosiglitazona 2M (o), el glucagén (10 M) junto con el
vehiculo (A) o junto con pioglitazona 2@V (m) o rosiglitazona 2%M (m) tal y como esta descrito en la leyenda de
la figura 21. El flujo metabdlico tota(J2GLP)se expresa en forma de equivalentes de 3 carlediante la suma
de 2xglucosa+lactato+piruvato. Los resultados ggesan como media + EEM; n=4 preparaciones distid&
hepatocitos. t11 p<0,001 valores de glucagét WD respecto a los del vehiculo sin glucagén a lempos
correspondientes; T p<0,05 valores de PIO o ROSglsicegon respecto a los valores vehiculo sin gitica los
tiempos correspondientes; # p<0,05 valores de RQ®lagon respecto a los valores glucagén a los tiemp
correspondientes
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7. EFECTO DE PIOGLITAZONA Y ROSIGLITAZONA SOBRE LA
RESPIRACION EN HEPATOCITOS INTACTOS

Hemos visto en los apartados anteriores de esteef@iparte de Resultados que
presentamos en esta Tesis Doctoral, que pioglitagorosiglitazona afectan en gran
medida el metabolismo hepéatico con todos los dostraetabolicos ensayados (DHA,
fructosa, glicerol y lactato+piruvato). En estetsh) y dada la relacion que guarda el
metabolismo energético con el metabolismo mitodahddecidimos investigar si la
estos dos antidiabéticos afectan también a laraesfn celular en hepatocitos intactos
incubados en viales en presencia DkpAra revision ver apartado 4.2.2. de la seccion
Modelos Experimentales pertenecientes a “Materialey Métodos”). Medimos el consumo de
oxigeno(JO,) en hepatocitos intactos aislados en una camanaigeafia equipada con
un “electrodo de Clark” tras 15 minutos de pre-bmion con el sustrato y otros 30
minutos adicionales en presencia o ausencia déitpimna a concentracion de 25, 50 y
100 uM. Solamente vamos a presentar los resuliaolesidos en presencia o ausencia

de pioglitazona, pero no de rosiglitazona, ya quamabos casos fueron practicamente
idénticos(figura 24).

30

JO, (umol/min-Y/g PSY)

Sin adicion Oligomicina DNP

B Hepatocitos Control ®PIO25uM  GPIO50 uM BP0 100 uM

Figura 24. Efectos de pioglitazona sobre la respicadn celular en hepatocitos aislados

Los hepatocitos (10 mg peso seco)maislados de ratas Wistar machos en ayunas sédarmu en Krebs-
Bicarbonato-Calcio a 37°C saturado en carb6geno dutEmiminutos en viales cerrados con el sustrato QROA
mM) y 30 minutos adicionales con la adicioén degpiazona (25, 50 y 100 uM) o su vehiculo. La respdn
celular se midi6 usando un oxigrafo equipado deelectrodo de Clark insertado en una camara de dbagra
termostatizada a 37°C donde depositamos las céludamedida del consumo de oxigeno se registr@ctdingente
después de transferir 2 ml del contenido del waihdubacién y se adicioné posteriormente oligomaid6 pg-mt) y

después DNP (100M). Los resultados se expresan como media + EEN2, preparaciones distintas de hepatocitos.
*p<0,05; *** p<0,001 comparado con el control
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Al principio de cada punto de andlisis en la cdmdea oxigrafia, cuando
registramos la respiracion celular de los hepaieditansferidos directamente desde el
vial de incubacion, obtuvimos una inhibicién absatnente clara por parte de la
pioglitazona de forma dosis-dependiente (15% cé@nh 2 uM; 19,5% con PIO 50 uM
y 30% con PIO 100 pM). Cuando inmediatamente desged el mismo punto)
afadimos la oligomicina (inhibidor clasico de laPPaBa que se fija en el canalde la
enzima provocando la inhibicion de la respiracid@ular), la respiracion celular
disminuyd en mas de un 50% y la presencia de paagiha, a todas las
concentraciones ensayadas, no tuvo ningun efamdisativo a este respecto. En estas
condiciones no fosforilantes, la respiracion esti@éamente controlada por la re-entrada
pasiva de los protones a través de la membranaonidoial interna y refleja entonces
exactamente los fendmenos de disipacién de la enangivel de la cadena respiratoria
asociados a las fugas de protones (leak) o a liisajes de las bombas de protones
(slipping). En presencia de oligomicina, segunestsultados, parece que pioglitazona
no modifica en forma alguna este fenomeno de “leaikiga de protones a traves de la
membrana mitocondrial interna. Este fendmeno seradstudiado en la segunda parte
los resultados presentados en esta tesis, graciestatiio de la eficacia de la
fosforilacion oxidativa (P/O).

La inhibicion de la respiracion celular por accdmpioglitazona se volvié a hacer
patente después de afiadir el desacoplador dedaaadspiratoria dinitrofenol (DNP),
justo después de haber registradoJ€, durante 2 minutos en presencia de la
oligomicina (19% con PIO 25 uM; 18% con PIO 50 uM5¢6 con PIO 100 uM). Este
altimo dato apunta hacia que la inhibicion de Eprmacion por pioglitazona no se debe
a un efecto sobre la fosforilacion del ADP en AThPnigel de la ATPasa sino,
posiblemente, a una accion del farmaco localizadesadel complejo V en la cadena
respiratoria.

Estos resultados, obtenidos con hepatocitos irgadts consolidaremos mas
adelante mediante el estudio de los efectos dsedtopioglitazona y rosiglitazona en
mitocondrias aisladas, hecho que trataremos am@uion en la segunda parte de
resultados de esta tesis.
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Resultados mitocondriales: respiraciéon mitocondrial

Dado que las dos tiazolidindionas, pioglitazona ogiglitazona, afectan el
metabolismo energético hepatico (inhibiendo la gheogénesis y activando la
glucadlisis), en esta parte de resultados nos cgeosgan el estudio de algunos efectos
mitocondriales directos de los dos farmacos. Dewdi investigar la faceta
mitocondrial de estos farmacos debido a la enoralacibn que existe entre el
metabolismo energético y el oxidativo. Esta inggstion a nivel mitocondrial cobro
una mayor importancia cuando demostramos que, if@ipgha y rosiglitazona no
solamente inhiben la relacion ATP/ADP citosélicaosque también ejercen un claro
efecto inhibitorio sobre la misma relacion a nirgtocondrial(punto 2.4 de la parte 1 de
los resultados de esta Tesis DoctoralPor ello, en primer lugar investigamos el efado
PIO y ROSI sobre la respiracion en mitocondriakadés y a continuacion, abordamos
el efecto directo de PIO y ROSI sobre el rendinuatd la fosforilacion oxidativa (P/O)
y sobre la formacion de especies reactivas de oaid®OS) por la mitocondria.
Finalmente, determinamos la actividad de los cojopleespiratorios (I, Il y III) por
separado con el fin de esclarecer sobre qué pumcreto mitocondrial actian ambos
antidiabéticos orales.

1. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobre larespiracion
mitocondrial

Estudiamos la respiracion mitocondrial ¢JOexpresada como nanoatomos de
oxigeno consumidos por minuto y por mg de proteieasmitocondrias aisladas de
higados de ratas Wistar machos sin restricciérgda ai de comida.

Como ya describimos en elnto 4.2.1. (Medida de la respiracion en mitocondas
aisladas)de la seccion d&laterial y Métodos las mitocondrias se suspendieron en el
tampdn de respiraciéon KCl a 37°C con pioglitazonasiglitazona (10, 25, 50 y 100
M) o con su vehiculo. La medida del consumo dgema se realizé con un oxigrafo
equipado de una camara de oxigrafia y de un ethctte Clark. Se emplearon dos tipos
de sustratos respiratorios: elutamato/malato (GM) para el complejo | o el
succinato/malato/rotenona (SM)para el complejo II, lo que permite determinar la
implicaciébn de estos dos complejos de la cadenpiragésria mitocondrial en las
posibles modificaciones de la respiracion inducipasestas dos glitazonas. El uso de
la rotenona junto con el succinato/malato impide s produzca el flujo reverso de los
electrones a través del complejo I. En las dossitues, con los dos sustratos, se afiade
sucesivamente 1mM de ADP-Tris y 1,25 pgnde oligomicina, inhibidor de la
ATPasa.

Recordamos brevemente los principales estados desparacion mitocondrial

(para revisién ver punto 2.2.2 de la seccién “La Mocondria” perteneciente a la Introduccion)

- El estado 4representa la respiracion en su estado basal,resernia de
equivalentes reducidos (sin afiadir ADP).
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- El estado 3 el estado fosforilante, representa un aumentdadespiracion
asociado a la sintesis de ATP (tras afiadir ADBP.y Pi

- ElI estado desacoplado representa la respiracion en situacion de
desacoplamiento entre la transferencia de electroneel bombeo de Hcon la
fosforilacion oxidativa (después de afiadir un degkaclor protondéforo).

- El estado de respiracion estado 4 real, en presencia de oligomicina, un
inhibidor de la ATPasa (estado 4 real).

En la tabla siguientdtabla 6) hemos recogido los valores de la respiracion
mitocondrial (JO,) en sus diferentes estados en relacién con lastdstdosis de
pioglitazona y rosiglitazona utilizadas. Con los dmistratos (GM y SM) encontramos
gue tanto PIO como ROSI activaronestado 4(figura 25) de forma dosis dependiente,
por lo tanto, la mayor activacion se obtuvo a lacemtracion de glitazona de 100 pM:

- con GM: el porcentaje de activacion encontradoeh 100 uM fue de un 88
% y el de ROSI, a la misma concentracion, de un%Q04

-con SM: PIO y ROSI 100 uM activaron el estado 4166 % y un 141 %,
respectivamente.

Por el contrario, la respiracion asociada a leesistdel ATP (ekstado 3después
de afnadir ADPJfigura 25) con los dos sustratos se ve disminuida bajo etz PIO y
ROSI. No obstante, esta inhibicion siguid un patmdosis-dependiente cuando
trabajamos con GM como sustrato, mientras que &nn® encontramos este patron
de inhibicién dosis-dependiente:

- Con GM: la mayor inhibicién obtenida fue de u®®2on PIO y un 45%
con ROSI, ambas a concentracion 100 pM.

- con SM: PIO inhibié con mas fuerza el estadoudia concentracion de
100 uM en un 16%, mientras que ROSI inhibié masténeente, en un
11%, cuando se administré a una concentracion geviLO

Para poder investigar la inhibicion de PIO y RO&re el estado 3, afiadimos
oligomicina (inhibidor clasico de la ATPasa qu€dfigeen su canal §}. En latabla 6 se
puede observar que la adicion de oligomicina (estackal) produce una inhibicion de
la respiracion mitocondrial hasta un valor ligerateeinferior del valor obtenido con
glutamato/malato o con succinato/malato sin ADRatis 4). Esta ligera inhibicion de
JO, en presencia de oligomicina se mantuvo con lasatifes concentraciones de PIO y
ROSI por debajo del valor obtenido para las misduass en el estado 4. Debido a que
los dos antidiabéticos aumentan el estado 4, amadgpuntos encontramos valores
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para elJO, en el estado 4 y en el estado 4 real muy cercamips si y algunas veces,
incluso idénticos.

Tabla 6

JO, (ndtomo O/min/mgprot)

Estado 4 Estado 3 + Oligo
G/M 16,36+0,42 163,65+6,44  15,47+0,89
PIO 10 puM 19,77+1,21 135,374£9,26  19,21+1,75
PIO 25 uM 21,58+1,60 116,30+7,50 20,88+2,10
PIO 50 uM 24,73+1,86 101,10+6,69  24,42+3,92
PIO 100 uM 30,76+2,13 79,12+5,74 29,59+4,48
ROSI 10 uM 19,06+0,78 137,69+9,45  17,42+1,34
ROSI 25 uM 22,00+1,03 129,69+11,03 20,39+1,39
ROSI 50 uM 26,90+1,14 117,7749,13  25,08+1,65
ROSI 100 puM 33,46+1,62 89,63+7,23 33,50+3,14
S/M 44,19+1,72 241,54+9,60  40,10+2,38
PIO 10 puM 57,27+1,94 215,64+8,71  55,18+2,96
PIO 25 uM 63,97+1,97 224,34+7,83  57,73+1,19
P1O 50 uM 84,98+2,99 211,06+10,44 78,60+1,51
PIO 100 uM 113,08+3,30 203,37+10,36 112,99+6,14
ROSI 10 uM 50,68+2,82 215,44+20,44 44,97+4,39
ROSI 25 uM 62,11+3,71 232,56+16,24 54,71+4,95
ROSI 50 uM 81,96+6,07 246,11+16,64 76,71+9,66
ROSI 100 puM 106,58+6,67  227,42+16,38 100,28+9,95
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En las siguientes figuras se puede observar commudgridad el efecto de PIO
(figuras 25 Ay C)y de ROSlIfiguras 25 B y D)sobre los estados de la respiracion: estado 4,
estado 3 y estado 4 real; utilizando Gidutas 25 Ay B)y SM (figuras 25 C y D)COMO
sustratos respiratorios.

A B
GM/PIOGLITAZONA GM/ROSIGLITAZONA

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)
JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

ESTADO 4 AP 0LIGO ESTADO4 AoP 0LIGO
HCONTROL  BPIO100yM TPIOSORM BPIO25KM BPIOL0LM BCONTROL BROSI 10044 BROSI S0 M EROSI 25 i BROSI 10 4M
C SM/PTOGLITAZONA D SM/ROSIGLITAZONA
300 300

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

ESTADO 4 ADP OLIGO ESTADO 4 ADP OLIGO

BCONTROL BPIO100pM OPIOS0M BPIO25uM BPIO10pM BCONTROL BROSI 100 M GROSI50 M BROSI 25 uM BROSI 10 M

Figura 25 y tabla 6. Efecto de las distintas concéaciones de pioglitazona y rosiglitazona
sobre los estados 4, 3y “4 real” de la respiraciémitocondrial

Las mitocondrias (1 mg/ml) se aislaron a partih@gados de ratas Wistar machos no en ayunas ségigtago de
Klingenberg y Slenczka y se suspendieron a 37°Q mpon de respiracion KCI (KCl 125 mM, EGTA 1mMjsFr
HCI 20mM) con pioglitazona o rosiglitazona (10, 8,y 100 uM) o con su vehiculo. La medida del corsae
oxigenoJO, (natomo O/min/mg proteina) se realizd, en una grénserie de experimentos, mediante un oxigrafo
equipado de una camara de oxigrafia y de un etkrde Clark en presencia de dos tipos de sustrespsgratorios:
glutamato/malato (5/2,5 mM) o succinato/malato &/@M) + rotenona (1,2pM) (estado 4) y después de la adicion
sucesiva de 1mM de ADP-Tris (estado 3) y de 1,25m[fgde oligomicina. Los resultados se expresan como
mediatEEM de n=10 preparaciones distintas de mittitas de hepatocitos. **p<0.001; **p<0.01 valoms PIO
comparados con el control. ### p<0,001; ##<0,(ds@05 valores de ROSI comparados con el control
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Gracias a los experimentos que realizamos a catién pudimos determinar si
la inhibicion de la respiracion mitocondrial quéOR} ROSI producen sobre el estado 3
se localiza en algun punto de la cadena de trargspotocondrial 0 Unicamente sobre el
complejo enzimatico ATP sintasa (complejo V). Disie el sitio de accion
mitocondrial se consigue realizando una segunda derexperimentos en los que el
JO, se determiné en las mismas condiciones y con Iesnos sustratos que en los
experimentos presentados entdsla 6 y la figura 25: glutamato/malato (5/2,5 mM) o
succinato/malato (5/0,5 mM) + rotenona (1,25 pMxddo 4) y después de la adicién
sucesiva de 1,25 pg.thte oligomicina; 7:M de DNP; 0,15 ug.rill de antimicina A
y 1 mM/5mM de TMPD/Ascorbato (TMPD-a). UtilizamadsiNP porque se trata de un
desacoplador cléasico de la fosforilacion oxidatiyae permeabiliza la membrana
mitocondrial interna a los protones. Gracias ankaracina A bloqueamos el complejo
IIl de la cadena respiratoria y asi se puede estl@irespiracion a través del complejo
IV tras afadir tetrametil-p-fenilenodiamina/asceob@TMPD-a), que constituye un
sustrato de la citocromo oxidasa (complejo 1V).

La tabla y figuras siguiente@abla 7 y figura 26) muestran los resultados que
obtuvimos en esta segunda tanda de determinadlenasrespiracion mitocondrial.

Tabla 7

JO, (natomo O/min/mg prot)

+DNP +TMPD-a +DNP +TMPD-a
G/M 142488941  257,8941336 §/|V] 238,15+13,50 412,67+14,36
PIO10UM  14099$1234 229741942 PIQ10pM 2475561845 3771441523
PIO25uM  13754:1219 241631520 PIO25puM 252691513 3765141679
PIO5S0 UM 12343:1085 24923:1152 PIOS0pM  24234£17,14 367,71422,88
PIO100 UM 109048940 2366641335 PO 100 UM 244.33:2005 342,65:22,29
ROSI 10 uM  119,02:1116 250191345 ROS|10 UM 2171982274 403,16426,75
ROSI25uM  113,00:1083 259731327 ROSI25 UM  21341£18,66 39196+29,46
ROSI50 UM 109.20:965 251931336 ROSI50 UM 2154062252 4045742515
ROSI 100 uM 90,57:1003  25532¢19,14 ROS| 100 uM 208,61£16,89 394,08+3096
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La adicion del DNP, después de la oligomicina, edei casi por completo la
inhibicion de la respiracion producida por éstatdasmlores muy proximos a los
obtenidos en el estado 3. El DNP funciona desandpléa transferencia de electrones,
generada por los complejos respiratorios haciasph@o intermembranoso, de la
sintesis de ATP por el complejo V. Por ello, losnptejos respiratorios empiezan a
bombear mas electrones y protones con el fin dawnes el gradiente de protones que
ha sido disipado por el DNP. Este fenomeno de atodiJO, por la adicién del DNP
lo observamos con los dos sustratos respiratd@bsy SM. Sin embargo, en presencia
de PIO y de ROSI, el DNP no consiguié revertir ctatgmente el efecto de la
oligomicina. Este efecto se hizo mas evidente cdh €@mo sustrato que con SM.
Ademas, con GM las dos glitazonas actuaron de folws&s-dependiente, obteniéndose
la mayor inhibicién a la concentracion de glitazaleal00 pM: 23% con PIO y 36%
con ROSI. Mientras que cuando trabajamos con Shhhi@icion dosis-dependiente no
fue tan clara:

- En presencia de PIO a todas sus concentraci@hd3NP consiguio
revertir el efecto de la oligomicina. Es decir, glitazona no inhibe el
estado desacoplado inducido por el DNP cuando i§igauSM como
sustrato.

- Con SM como sustrato, todas las concentracionesR®SI no
consiguieron aumentar la respiracion hasta valoeesanos al estado 3.
Ademas, en este caso no se trata de inhibiciors-diegiendiente ya que
todas las concentraciones de ROSI actuaron pok igua

A la luz de estos resultados obtenidos con el Did¢Bemos deducir que el efecto
inhibitorio de PIO y ROSI sobre el estado 3 dedsapiracion se localiza antes del
complejo V mitocondrial (ATPasa), sobre los comgae, 11, Il y IV. Ademas, parece
que el efecto inhibitorio de PIO se localiza prefdgemente sobre el complejo | y no
sobre el 1, ya que en presencia de DNP junto ¢austrato del complejo Il (SM) se
consigue revertir elO, hasta los valores normales del estado 3, indégetednente de
la adicién o no de pioglitazona.

Nuestro siguiente objetivo consistio en investigarefecto de pioglitazona y
rosiglitazona sobre la actividad de los complejdsg Il y IV de la cadena respiratoria
por separado, para poder localizar el sitio exdet@ctuacion de estas dos glitazonas
sobre la cadena de trasporte mitocondrial. Deteamas la actividad de los complejos
respiratorios I, Il y Il mediante técnicas espefttométricagver Material y Métodos) las
cuales presentaremos en los puntos siguientesdal@ase de Resultados. Para evaluar
la actividad decomplejo IV (citocromo ¢ oxidasa)en presencia o ausencia de PIO y
ROSI afiadimos a la camara de oxigrafia el par réddD/ascorbato, después de
afadir antimicina A tras el DNP. Este par redoxiactle la siguiente manera: el
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ascorbato cede sus electrones al TMPD que reduo#ogromo c, sustrato de la
citocromo oxidasa. La investigacion del complejor®s mostré que la respiracion
mitocondrial no esta afectada significativamente lpgpresencia de PIO y ROSI con
ninguno de los dos sustratos respiratorios. En @msto no podemos referirnos a un
efecto dosis dependiente, al haber obtenido remdtanuy parecidos con todas las
concentraciones empleadas de las dos glitazonas pg dos sustratos.

A

GM/PIOGLITAZONA GM/ROSIGLITAZONA

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

DNP TMPD DNP TMPD
BCONTROL BPIO100pM BPIO50UM BPIO25uM BPIO104M BCONTROL BROSI100pM BROSI50 iM BROSI 25 M BROSI 10 yM
C SM/PIOGLITAZONA D SM/ROSIGLITAZONA

~
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JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)
JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

o

DNP TMPD DNP TMPD

BCONTROL BPIO100pyM BPIOS0puM BPIO25uM EBPIO10pM BCONTROL ®ROS| 100 uM DROSI50 yM BROSI 25 M BROSI 10 pM

Figura 26 y tabla 7. Localizacién de la accion das distintas concentraciones
de pioglitazona y rosiglitazona sobre la respiracid mitocondrial

Las mitocondrias (1 mg/ml) se aislaron a partih@gados de ratas Wistar machos no en ayunas ségigtaso de
Klingenberg y Slenczka y se suspendieron a 37°CQ empon de respiracion KCI (KCI 125 mM, EGTA 1mMjsFr

HCI 20mM) con pioglitazona o rosiglitazona (10, Z®, y 100 uM) o su vehiculo. La medida del consurao d
oxigenoJO, (natomo O/min/mg proteina) se realizd, en una rsdgserie de experimentos, mediante un oxigrafo
equipado de una camara de oxigrafia y de un etbzde Clark, en presencia de dos tipos de sustedépgatorios:
glutamato/malato (5/2,5 mM) o succinato/malato &/@M) + rotenona (1,25 uM) (estado 4) y despuéda delicion
sucesiva de 1,25 pg-ftle oligomicina; 5uM de DNP; 0,15 pg-rifl de antimicina A y por Gltimo 1ImM/5mM de
TMPD/Ascorbato (TMPD-a). Los resultados se expresamo mediatEEM de n=10 preparaciones distintas de
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mitocondrias de hepatocitos. *p<0,05 valores de &fdparados con el control. ##<0,01; # p<0,05 eslale ROSI
comparados con el control. NS, no significativgpezso a los valores control

De las dos glitazonas, parece que pioglitazona ga¢ mas afecta el complejo IV
mitocondrial (figuras 26 A y C), mientras que ROSliguras 26 B y D) Nno ejerce ningun
efecto significativo sobre este complejo. Con GMhocsustrato, encontramos que PIO
inhibié el JO, en presencia de TMPD-a de forma casi imperceptgeduciendo la
mayor inhibicion del complejo IV a una concentractle 10 uM y siendo ésta de tan
solo un 6%. En presencia de SM el efecto inhitotde PIO fue algo mas claro, ya que
todas las concentraciones del farmaco inhibieromoehplejo IV. En esta segunda
condicion, encontramos que PIO a 100 pM fue ladmioncentracion que inhibid
significativamente eJO,en un 14%.

Un hecho importante a destacar es que, estos tidsabaticos orales a la misma
concentracién ensayada de 25 pM que empleamos experimentos del metabolismo
hepatico(ver parte 1 de esta seccion de Resultadd®mbién ejercen unos efectos directos
muy claros sobre la respiracién mitocondrial.

PIOGLITAZONA y ROSIGLITAZONA a la concentracion de 25 uM
activan el estado 4 e inhiben el estado 3 de la pgmcién mitocondrial.
Esta gran inhibiciéon del estado 3, probablemente satribuye a un
efecto localizado sobre los complejos I, Il y Ill ntocondriales. No
obstante, existen algunas ligeras diferencias enteanbas glitazonas:

pioglitazona, en relacion a rosiglitazona, inhibe igeramente el
complejo IV y actia preferentemente sobre el compjie | mitocondrial
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2. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobre laficacia de la
fosforilacion oxidativa

Dado que pioglitazona y rosiglitazona inhiben |spiecion en hepatocitos
intactos y en mitocondrias aisladas, ademas de laajalacion ATP/ADP tanto en el
compartimiento citosélico como en el mitocondriat @epatocitos perifundidos,
decidimos investigar si el rendimiento de la fodéaron oxidativa esta modificado o no
por la accién de estos dos farmacos. Con ese rirestigamos la eficacia de la
fosforilacion oxidativa en mitocondrias aisladas peesencia o ausencia de PIO o ROSI
(25 uM), mediante el estudio de la relacion en&resintesis de ATRJatp) Y la
respiracion mitocondriglO;) con los siguientes sustratos:

1. Glutamato/malato
2. Succinato/malato/rotenona
3. Glutamato/succinato/malato

La medida del consumo de oxigeno se realizé meadiamtoxigrafo equipado de
una camara de oxigrafia y de un electrodo de Clel&dimos la eficacia de la
fosforilacién oxidativa en mitocondrias aisladagedminando la relacion entre la
sintesis de ATP vy el flujo respiratorio en unaaiidn donde el nivel de la fosforilacién
oxidativa esta modulado por cambios“tienover” del ADP inducidos por adicion de
cantidades crecientes de hexoquinasaapartado 5.1. de la seccion Técnicas Experimeiées
perteneciente a “Materiales y Métodos”) A partir de la medida espectrofotométrica de los
niveles de G6P podemos evaluar la cantidad de ADRado, que a su vez estimula la
respiracion y que es tedricamente idéntica a léidsth del ATP formado por la ATP
sintasa. De esta manera, se relaciona la respir@di) con el flujo del nuevo ATP
formado por la ATP sintas@latp) que corresponde a dicha respiracion. La relacion
entre el flujo de sintesis de ATBarp) Y la respiracionJO,) nos permite evaluar la
eficacia de la fosforilacién oxidativa (ATP/O).

Glucosa 7”Kv> Glucosa 6-fosfato

ATPasa
ATP ADP = ATP

2
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2.1. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrealeficacia de la fosforilacion
oxidativa con glutamato/malato (GM)

Gracias a la utilizacion de GM (sustrato del conaplg, pudimos evaluar el
efecto de PIO y ROSI sobre la eficacia de la fasfwon oxidativa centrado
Gnicamente a nivel del complejo I. Tal y como diéseros ampliamente en el
desarrollo de esta técnica en la seccion de MateN&&todos y més brevemente en el
parrafo anterior, determinamos la produccién de A&Rerado por la ATPasa gracias a
la formacion de glucosa-6-fosfato (G6P) medianteathcion de concentraciones
crecientes de hexoquinasa (HK).

Las dos glitazonas, en presencia de GM, disminaykExr@roduccién de ATP a
las concentraciones mas altas de hexokinasa. figarta27A podemos observar que la
relacion entre el consumo de oxigdd@,) y la produccién de ATP del grupo control,
PIO y ROSI se mantienen lineales y casi paraletstahel ultimo punto donde se
aprecia claramente la bajada del flujo en la sits ATP que producen pioglitazona
y rosiglitazona en unl6% y un 13%, respectivamente (163,9 a 138,3 y 143
nmol/min/mg, respectivamente, con 25 ul de HK 1/ embargo, léigura 278 que
representa la eficacia de la fosforilacion oxidatjkelacion entre ATP/O y el consumo
de oxigeno) muestra que estas dos glitazonas digamreste rendimiento. Esto se debe
al aumento en el consumo de oxigeno que se regstpyesencia de ambos farmacos,
por otra parte coherente con la activacion deldestade la respiracion mitocondrial
gue obtuvimos y presentamos en el apartado anterior

A B
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Figura 27. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la relacién entre la sintesis de ATRIatp) ¥
el consumo de oxigen@O,) en mitocondrias aisladas con el glutamato/malatcoeo sustrato

Las mitocondrias se aislaron a partir de higadosties Wistar machos no en ayunas (2 mg/ml) y spesulieron a
37°C en el tampdn de respiracion KCI (KCI 125 mM, EGITAM, Tris-HCI 20mM) al que se afiade glucosa 20 mM,
ATP-Tris 125 uM y MgC] 1mM en presencia de pioglitazona 25 ), (rosiglitazona 25 pMa() o su vehiculo
(A). La sintesis de ATP y la respiracion estan mathdapor concentraciones crecientes de hexoqu{fgkaa 0,7
U/ml). La medida del consumo de oxiged®.) se realizdé a 37°C, mediante un oxigrafo equipadoetectrodo de
Clark, en presencia de glutamato/malato (5/2,5 nil)flujo de ATP (Jarp) sintetizado por la ATP sintasa se
calcula a partir del flujo de glucosa-6-fosfatonfiado. La relacién entre el flujo de sintesis de ATy y el flujo

de consumo de oxiger{d0,) nos permite evaluar el rendimiento de la fosfoida oxidativa (ATP/O). Ldigura A
muestra el efecto de PIO y ROSI sobre la relacidre 8@,y Jarp. En lafigura B podemos observar el efecto los dos
antidiabéticos sobre la relacion enif® y ATP/O. Los resultados se expresan como mediatBEM preparaciones
distintas de mitocondrias

2.2. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrealeficacia de la fosforilacion
oxidativa con succinato/malato (SM)

Empleamos SM junto con la rotenona como sustragpinsorio cuando nos
interesa centrarnos Unicamente en el estudio dedimgento de la fosforilacion
oxidativa a nivel del complejo Il mitocondrial. EHso de la rotenona junto con el
succinato/malato impide el flujo reverso de elmuds desde el complejo Il hasta el
complejo | de la cadena respiratoria. Como reflégardos figuras siguienté@gyura 28A
y B), ni PIO ni ROSI modificaron ni la sintesis de ATP el rendimiento de la
fosforilacién oxidativa. En ldigura 28A, la relacion entrelatpy JO, en la situacion
control y en presencia de los farmacos produjo velasiones lineales y casi paralelas.
Solamente encontramos una ligera desviacion hadmliierda de la curva obtenida en
presencia de RO%igura 26B), la cual representa la relacion ent® y ATP/JOs:

esta Ultima relacion subi6 de un valor de 1,5 mmammo O en la

situacion control a 1,7 nmol/natomo O en el grupoRDSI, con 25 pl de HK
1/20.
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Figura 28. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la relacién entre la sintesis de ATRIatp) ¥
el consumo de oxigen@JO,) en mitocondrias aisladas con el succinato/malat@mo sustrato

Las mitocondrias aisladas a partir de higado de ¢htmg/ml) se suspendieron en las mismas condisique
aquellas descritas enfigura 27 pero con succinato/malato (5/0,5 mM) mas roter(@;2b uM) como sustrato. La
figura A muestra el efecto de PIO y ROSI sobre la relacidred®, y Jyrp. En lafigura B podemos observar el
efecto los dos antidiabéticos sobre la relacioreel@® y ATP/O. Los resultados se expresan como mediatHEM
preparaciones distintas de mitocondrias

2.3. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobrealeficacia de la fosforilacion
oxidativa con glutamato/succinato/malato (GSM)

Para evaluar simultaneamente el efecto de lasldasamas sobre la fosforilacion
oxidativa a nivel de los complejos | y Il de la ead respiratoria en condiciones
parecidas a las condiciones fisioldgicas, el comsul® oxigeno(JO,) se midid en
presencia de glutamato/succinato/malato (sustrdedscomplejo | y IlI). En estas
condiciones, pioglitazona y rosiglitazona tampocodificaron el rendimiento de la
fosforilacion oxidativa y actuaron de una manerg iparecida a como lo hicieron con
los dos sustrato por separado. Cuando utilizamoglgor concentracion de hexokinasa
(1,7 U/ml) las dos glitazonas disminuyeron ligerateda sintesis de AT@gura 29A)y
la relaciondate/JO, frente alJOs (figura 29B).
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Figura 29. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la relacién entre la sintesis de
ATP (Ja7p) y €l consumo de oxigen@)O,) en mitocondrias aisladas con
glutamato/succinato/malato como sustrato

Las mitocondrias aisladas a partir de higado de (atmg/ml) se suspendieron en las mismas condisique
aquellas descritas enfigura 27 pero con el sustrato glutamato/succinato/mala®'@®» mM). Lafigura A muestra

el efecto de PIO y ROSI sobre la relacion edt@e y Jarp. En lafigura B podemos observar el efecto los dos
antidiabéticos sobre la relacion enif@ y ATP/O. Los resultados se expresan como media+BEM preparaciones
distintas de mitocondrias

Poglitazona y rosiglitazona no modifican significavamente el
rendimiento de la fosforilacion oxidativa. Aunque on
succinato/malato rosiglitazona ejerce un efecto pitis’o, la tendencia
general observada con las dos glitazonas consistio
no modificar la eficacia de la fosforilacion oxidaiva
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3. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobre laproduccion
mitocondrial de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Como ya hemos mencionado en la introduccion detegiajo, la mitocondria es
una fuente muy importante de produccion de ROSodast las células de mamiferos.
Esta produccién de ROS mitocondrial contribuyeadiialde esta organela que ocurre en
numerosas patologias, entre ellas la DM2 y tambiéra el estado redox celular.
Nosotros hemos limitado el analisis de la produtcmitocondrial de ROS a la
cuantificacion exclusiva del peroxido de hidrog€hieO,), porque esta absolutamente
demostrado y documentado que éste es el princip8l lIiberado por la mitocondria. El
superoxido (@) es el principal radical libre que producen lasooondrias y debido a
su alta reactividad, las mitocondrias poseen spigreuperéxido dismutasa (SOD) que
inmediatamente después de su formacion lo transf@moxigeno molecular Dy
peréxido de hidrogeno @a,), siento éste ultimo el que se sale de las mithcas al
ser una especie reactiva menos perjudicial y meaypara las células que el radical
superoxidqWeisiger y Fridovich, 1973)

Aunque en la seccion Material y Métodos hemos desta forma en que
medimos la produccion de,8, mitocondrial y su base cientifica, a continuacion,
ampliaremos dicha técnica. Los sitios reconocidespdoducciéon de ROS por la
mitocondria son el complejo | y el Ill de la cadeda transporte de electrones.
Practicamente la produccion de ROS por el comgléjes despreciable frente a los
niveles producidos por el complejo I. A este retpeel complejo Irespiratorio forma
O, mediante dos mecanismos distintos:

- El complejo I es el punto de entrada de lostelaes en la cadena respiratoria
desde el NADH. Los electrones procedentes del NADH aceptados por un
cofactor FMN (flavinmononucleétido) (parte consgitate de la estructura del
complejo 1), que los transporta hacia el sitio dduccién del coenzima Q
(CoQ) en el complejo I. Los electrones en su trarispdesde el FMN hacia el
sitio CoQ estan muy protegidos de ser atrapadoslg@rgracias a los centros
Fe-S que también forman parte de la estructuraataplejo I. Incluso, existe
mas probabilidad de que el €apte los electrones a partir del FMN que del
sitio CoQ (Sazanov, 2007) Por lo tanto, el complejo | forma,Onediante este
primer mecanismo cuando el cofactor FMN esta muwuciglo, es decir,
cuando la relacion NADH/NAD es muy elevaglrst y cols., 2008) A este
primer mecanismo se le denomiffdujo de electrones hacia delante’y
ocurre cuando las mitocondrias respiran con glutaimalato (GM) como
sustrato. La rotenona, un inhibidor de la actividi®il complejo | mediante
unién a su sitio CoQ, exacerba la produccion dea@artir de GM. Esto se
explica porque mediante el blogqueo del sitio Clm®,electrones no pueden
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llegar a su destino desde el NADH y e} dos capta con mas facilidad
transformandose asi en su especie reactiya (O

- El otro mecanismo mediante el cual el complejorinf G es el denominado
flujo reverso de electrones (RET)Este fendmeno sucede cuando la
mitocondria trabaja en modo 2, es decir, cuandadeza protonmotriz Ap)
es muy elevada y hace volver a los electrones delsdeenzima Q reducida
(CoQH,) hacia el complejo |, reduciendo al NAB NADH de nuevo en el
sitio del FMN (Liu y cols., 2002) La produccién de 9 mediante este
mecanismo se asocia con el succinato (sustratocal@plejo 1) y esta
demostrado que mitocondrias respirando con esteagBugroducen grandes
cantidades de D en el complejo | mediante este mecanismo. La p@dnc
de " practicamente se detiene tras la adicién de rateraebido a la barrera
que supone la rotenona situada en el sitio CoQcal@plejo | frente a los
electrones que llegan desde el “pool” de CoQ retu@CoQH).

Aunque el lugar de produccion de en el complejo | podria ser el mismo en los
dos mecanismos (el RET fuerza a los electronedvanbacia el FMN del complejo 1),
el sitio exacto de produccion de,y@n el complejo | por RET todavia no ha sido
descubierto. Aun asi, la produccion de; @or el complejo | puede ocurrir
simultdneamente mediante los dos mecanismos, cortnoreo cuando se emplea
glutamato/succinato/malato (GSM) como sustrato iragpio. Lo que si esta
establecido y bien documentado es que los nivae®,dnas altos se producen en la
mitocondria mediante el flujo inverso de electrones

El complejo 11l es el otro sitio conocido de produccion mitocoaldde ROS
(Cadenas y cols., 1977)Este complejo se encarga de canalizar el padosdelectrones
desde el “pool” de coenzima Q hasta el citocrontencpresencia de grandes cantidades
de CoQH y de antimicina A (inhibidor de este complejo, maete bloqueo del sitio
Qi), el complejo lll produce grandes cantidadesGdeen la reaccion del £con la
ubisemiquinona que hay unida al sitig @l complejo(Vver Ciclo del Coenzima Q en
anexo) ElI complejo Il libera este £ a ambos lados de la membrana interna
mitocondrial. Sin embargo, aunque la antimicinanduce al complejo Il a producir
O,, estos niveles d@roduccionson practicamente insignificantes respecto a los
producidos en el complejo .

Nuestros resultados son el claro reflejo de lo rateente explicado.
Representamos |lo que ocurre con cada sustratoeparaglo: GM(figura 30A), SM
(figura 30B) y GSM (figura 30C); cuando tras monitorizar la sefial durante 2 mms®
afladen sucesivamente rotenona y antimigiaapunto 5.2 de la seccién Determinaciones
Analiticas incluidas en “Material y Métodos”). Hay que comenzar destacando el hecho de
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gue, como se esperaba, la tasa basal de produteiébO, (se corresponde con los
primeros minutos de cuantificaciéon sin haber af@dithguno de los inhibidores
mitocondriales) depende claramente del sustratansstnado a las mitocondrias. La
tasa mas baja de produccion d®bkimitocondrial la encontramos con Glura 31A) y
esta tasa supone una produccion 4 veces menoaque lencontramos con Shgura
32A) y 5 veces menor en relacion a la obtenida con GSii.lo tanto, estos datos se
corresponden con los esperados:

la produccion de B, con GM refleja su formacion en el complejo | metkael
primer mecanismo d#lujo de electrones hacia delantey es notablemente menor que
la producida por el mismo complejo respiratorio raete el segundo mecanisniRET,
reflejo del empleo de SM (sustrato del complejo B¥tos datos concuerdan con la
teoria que dice que la produccién principal depOr la mitocondria se localiza en el
complejo | y se produce gracias al RET. Tambiéndweydestacar que la mayor tasa de
produccion de kD, que hemos obtenido ha sido con GSM, reflejo de ejuestas
condiciones el complejo | produce @or los dos mecanismos propuestigsra 32A).

Antes de entrar en detalle en los resultados de sastrato por separado, hay que
resaltar que la antimicina A (reflejo de la proddncde Q por el complejo IlI)
aumenta la produccién de,®, con los tres sustratos. Ahora centrandonos en cada
sustrato por separado, ponemos en evidencia que:

- con GM en condicion control, la rotenona y la antimiciAaactivan la
produccion de kD, segun lo esperadtigura 30A). En la condicion basal todas
las concentraciones de P1O y ROSI inhibieron sigaiifvamente la formacion
de HO, y en presencia de rotenona y antimicina A, lae¢enth general fue
también de inhibicion, a excepcion de PIO 25 uM@SR100 uM. Abajo se
pueden observar las gréficas, tal cual aparecela @antalla que tenemos
acoplada al espectrofluorimeto, de la situaciontrobrifigura 30A) y en
presencia de pioglitazona 100 uM, la concentramés representativa PIO y
ROSI sobre la producciéon de R@fgura 30B). Como se puede observar, con
cada uno de los sustratos, la escala del eje Y (laifleurescencia emitida por
H.O, para la gréfica control y la de glitazona es lama. El eje X representa
el tiempo de medida en segundos (s)
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- con SM, la rotenona inhibié la formacion de,® por RET y la antimicina
reactivd de nuevo esta produccion a nivel del cejogll (figura 31A). Todas
las concentraciones de las glitazonas inhibierofodea dosis dependiente y
significativamente la produccién de®} en las 3 condiciones, a excepcion de
la condicién de antimicina A, donde ROSI a la mesmrcentracion de 10 uM
fue la que inhibié con mas fuerza la formacién d®4HCon este sustrato
también mostramos el efecto de PIO 100 uM en reptasién de todas las
demas concentraciones de las dos glitazonasgu31B se ve claramente la
inhibicion tan drastica que provoca PIO sobre ladpccion de ROS
mitocondrial.
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Figura 31A igkra 31B

- conGSM, PIO y ROSI inhibieron la produccién basal dgOklde manera
dosis-dependiente y significativamente, mientras € presencia de rotenona
y antimicina A, la inhibicién obtenida por las dgitazonas no siguioé esta
pauta. Es curioso que con antimicina A, las comaeittnes mas grandes de
PIO y ROSI (100 uM) activaron la formacion deGda nivel del complejo
[ll. De igual forma que con los dos sustratos amtes, mostramos la gréfica
obtenida en la situacidon contr@gura 32A) y en presencia de PIO 100 uM
(figura 32B).
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De acuerdo con los resultados obtenidos podemos cluir que,
pioglitazona y rosiglitazona inhiben drasticamentda formacion de
H,O, mitocondrial a nivel del complejo | y IIl. Los datos obtenidos con
SM nos indican que estéa inhibicidn se localiza proipalmente sobre el

flujo reverso de electrones del complejo Il hacialeomplejo |

En las graficas siguientes mostramos la cantidadtaxde HO, producida por las
mitocondrias con los sustratos empleados: @&ddra 33A), SM (figura 33B) y GSM
(figura 33C) y en presencia de todas las concentracionesagiiizde P10 y ROSI.
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A

OCONTROL ®P|O100pM OPIO50pM EPIO25pM ®BROSI 100pM BEROSI 50pM BROSI 25uM
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Figura 33. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la produccion de HO, por
mitocondrias aisladas de higado

Las mitocondriasaisladas a partir de higado de ratas macho Wistamnayunas (0,25 mg/ml) se suspendieron a
temperatura ambiente en el mismo tampoén KCI utibzad la determinacién de la respiracion mitocomdrial
rendimiento de la fosforilacién oxidativa (125 mEIGTA 1mM, Tris-HCI 20mM), al cual se adiciona albuaniibre

de éacidos grasos (FFA) al 0,1%, fosfato inorgar{e) 2,5 mM, la sonda fluorescente Amplex Red (2mM)
peroxidasa del rabano negro (10 U/ml). La reace@rinicié afiadiendo el sustrato correspondiente: (&®/1,25
mM), SM (2,5/1,25 mM) o GSM (2,5/2,5/1,25 mM), trasninutos de estabilizacion se afiadieron secuemaide
rotenona (1,25 pM) y antimicina A (3 uM) para cificgr la produccion de yD, por los complejo | y Il
respectivamente. Todos los analisis se realizanqoresencia de PIO (25, 50 y 100 uM), ROSI (25, 30§ pM) o

su vehiculo (DMSO). La produccion mitocondrial dglklse expresa en relacién a una concentracién condeida
H,0,. Los resultados se expresan como mediatEEM des@apaciones distintas de mitocondrias. ***p<0,001;
**p<0,01; *p<0,05; valores de PIO respecto al coht###<0,001 ;##<0,01; # p<0,05 valores de ROSiget® al
control. NS, no significativo respecto a los vatocentrol
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4. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobre lactividad de los
complejos respiratorios I, Il y 11l

Medimos la actividad de estos tres complejos rasgips mediante técnicas
espectrofotométricas de acuerdo a los protocoleseptados en la seccion de Material
y Métodos(punto 7, Determinaciones Analiticas)

4.1. Actividad del complejo | de la cadena de traperte mitocondrial

El complejo | (NADH-ubiquinona oxido-reductasa)rniséiere 2 electrones desde
el NADH a una flavina (FMN), los cuales pasaraniden 1 por centros de Fe-S hasta
reducir la ubiquinona. Por cada par de electromesterido se bombean desde la matriz
hasta el espacio intermembranoso 4 protones. Elrghto/malato (GM) actia como su
sustrato, al suministrarle el NADH. El complejosla principal lugar de produccion de
ROS mitocondrial mediante el flujo reverso dalesde el complejo Il. Aunque este
complejo también es capaz de formar especies vaactaunque en menos cantidad, a
través del flujo de"dacia adelante a partir del NADH.

Cuando monitorizamos la actividad del complejo Ingitocondrias aisladas de
hepatocitos de rata, en presencia o ausencia deo ROSI (10, 25, 50 y 100 pM),
demostramos que las dos glitazonas a todas susertoagones disminuyen
notablemente y de manera significativa la actividaaste complejo. No se trata de una
inhibicion dosis-dependiente, aunque si que obesegague el menor porcentaje de
inhibicion lo obtuvimos cuando utilizamos cualqaiete las dos glitazonas a su dosis
mas baja, 10 uM. En el caso de PIO la mayor intdibien un 53% se obtuvo a una
concentracion de 25 pM, mientras que ROSI a 10GyeMa concentracion que inhibio
con mas fuerza la actividad de este complejo, nes8%.
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Figura 34. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonadbre la actividad del
complejo | en mitocondrias ailadas de higado

La determinacion de la actividad del complejo tesdiz6 utilizando NADH (10QuM) como donador de electrones y
decilubiquinona (10@M) como aceptor de electrones, en un medio KPiL,RQ®¥K,HPO,50 mM; pH 7,5 ) a 37 °C,
suplementado con 3,75 mg/ml de albumina libre i#o&qrasos, en presencia o ausencia de P10, ROS2%, 50 y
100 uM) o su vehiculo. La medida se inici6 traadeion de 24 pg de mitocondrias y se monitorizéxiaacion del
NADH a 340 nm antes y después de la adicion deoote (10 uM). Los resultados se expresan como el

de 3 preparaciones distintas de mitocondrias. €@001; valores de PIO respecto al control. ##3D\alores de
ROSI respecto al control

Los datos preliminares que habiamos obtenido comitaafia de mitocondrias y
la producciéon de ROS, nos hacian suponer que eblegonl estaba fuertemente
implicado en la inhibicion de la respiracion (este®ly estado desacoplado) y en la
bajada drastica en la liberacion deCq que producen las dos glitazonas sometidas a
estudio. Gracias a la medida de la actividad dehpdejo I, confirmamos nuestra
hipotesis y demostramos la importancia del complegm el control de la funcién
mitocondrial.

4.2. Actividad del complejo Il de la cadena de trasporte mitocondrial

El complejo ll-succinato deshidrogenasa toma eleess del succinato y los
transfiere a través de flavoproteinas (FAD) y v&agdentros de Fe-S hasta la ubiquinona.
La transferencia de en este complejo no esta asociada al bombeo tnpm

Aunque segun nuestros estudios preliminares intbsaque el complejo Il no
estaba implicado en ninguno de los efectos diresbse la funcion de la mitocondria
qgue ejercen PIO y ROSI, decidimos también detenmiamactividad de este complejo
para corroborar nuestra hipotesis. Como habiam@siesto, ninguna de las dos
glitazonas modificé significativamente la actividael este complejo, incluso en el caso
de PIO encontramos valores casi idénticos a logra@oron todas las concentraciones
de farmaco empleadas.
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200 A NS

ROSI 50 uM
180 A ROSI 100 M ROSI 25 uM

CONTROL

PIO 50 uM
PIO 100 uM K PIO 10 uM ROSI 10uM

PIO 25 uM

160 A

140 A

120 A

100 A

80 1

60 -

Actividad Complejo I |
(nmol/min/mg mitocondrias)

40 A

20 1

Figura 35. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonadabre la actividad del
complejo Il en mitocondrias ailadas de higado

La determinacion de la actividad del complejo Il @lizd monitorizando la bajada en la absorbamiga
dicloroindofenol (DICP) (100 uM) a 600 nm. 24 ug ddtocondrias se afiadieron sobre un medio KPi
(KH,POYK,HPO, 50 mM; pH 7,5 ) a 37 °C, suplementado con 2,5 mglfenlalbdimina libre de acidos grasos,
antimicina A 9,3 pM, rotenona 5 pM, decilubiquindd@ pM, succinato 30 mM, en presencia o ausencial@e
ROSI (10, 25, 50 y 100 uM) o su vehiculo. Los reslds se expresan como mediatEEM de 3 preparaciones
distintas de mitocondrias. NS, no significativepecto a los valores control

4.3. Actividad del complejo Il de la cadena de trasporte mitocondrial

El complejo lll-ubiguinona-citocromo c¢ reductasensfiere dos electrones de
uno en uno desde la ubiquinona reducida al citooronPara ello los electrones pasan
por distintas subunidades que contienen gruposéimss hemo del tipo b y ¢ y centros
Fe-S, realizando el denominado ciclo Q. El resoltad el bombeo de 4 protones al
espacio intermembroso y la formacion de 2 citocr®@moreducidos. Este complejo
constituye el segundo sitio de formacion y libedacile especies reactivas de oxigeno
por las mitocondrias.

De acuerdo con los datos obtenidos en los estymii®gos, nuestra hipotesis
consistia en que PIO y ROSI probablemente inhitdarespiracion en presencia de
DNP (estado desacoplado) y la formacién d@x€n presencia de antimicina, mediante
un efecto localizado en el complejo lll. Efectivartes al investigar la actividad del
complejo Il en presencia o ausencia de PIO o R@&$lun amplio rango de
concentraciones, idéntico al utilizado en los cajud | y 1l, comprobamos que todas
las concentraciones de las glitazonas inhibianfaigtivamente a este complejo. Como
en el caso del complejo I, en este caso tampot@tsede una inhibicion de tipo dosis-
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dependiente, es mas, PIO 25 uM y ROSI 10 puM fuéaerdos concentraciones que
inhibieron con mas fuerza a este complejo en un B8%43%, respectivamente.
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Figura 36. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre la actividad del
complejo Il en mitocondrias ailadas de higado

La actividad del complejo Il se determind monitamdo la reduccion de citocromo ¢ 10 uM antes pues de
afadir antimicina A 9,1 uM a un tampén KPi (#0O/K,HPO, 100 mM; pH 7,5 ) termostatizado a 30 °C,
suplementado con 10 pug de mitocondrias, 1 mg/ndlldémina libre de acidos grasos, EDTA 5mM, KCN 1 mM,
decilubiquinona reducida 105,6 uM, en presenciaseiacia de PIO, ROSI (10, 25, 50 y 100 uM) o sucugdi Los
resultados se expresan como mediatEEM de 3 prépaeacdistintas de mitocondrias. ***p<0,001; vasmde PIO
respecto al control. ###<0,001 valores de ROSI ctep control

El hecho de que ROSI a su concentraciéon mas da|{M) ejerza la inhibicion
mas pequefia de todas aunque resulta raro, concperfictamente con los datos
obtenidos cuando medimos la producciéon de ROSesepcia de antimicina A:

en presencia de este inhibidor, como ya hemos dddic estudiamos la
produccion de ROS centrada Unicamente a nivel amaptejo 1ll. Nosotros obtuvimos
gue ROSI 100 uM fue la concentracion empleada @whdco que menos inhibid e
incluso activd, en el caso del GSM, la formacionRIBS con todos los sustratos
empleados.
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5. Efecto de pioglitazona y rosiglitazona sobre lapertura del poro de
transicion mitocondrial (PTP)

La apertura del poro de transicidon mitocondriale gieterminamos gracias a la
capacidad de retencion calcica que poseen las onioas (CRC), es clave para la
puesta en marcha de fendmenos apoptéticos y adetaadiién modifica el
funcionamiento mitocondrial porque participa erdistribucion de nucleotidos y en la
despolarizacion de las mitocondri@simas y cols., 2009) Por estas razones decidimos
investigar si PIO y ROSI ejercen algun tipo de @eadilirecta sobre este parametro,
principalmente porque la modificacion en la apertel PTP tiene un gran papel en el
metabolismo energético. Nos propusimos profundépagste proceso y por este motivo
determinamos la apertura del PTP en dos condicidif®ntes, en mitocondrigigura
37A y B) y en hepatocitos permeabilizad@gigura 37C y D), cuya metodologia hemos
descrito en Material y Métodogunto 6, Determinaciones Analiticas).Empleamos SM
como sustrato con todas las manipulaciones y keiGadde ciclosporina A (bloquea la
apertura del PTP) sirve como control positivo dedrbestado de las mitocondrias y los
hepatocitos, asi como de la correcta realizacibexjerimento.

La tendencia general observada en ambas condicineagie ni PIO ni ROSI, a
las concentraciones de 10, 25 y 50 uM, ejercienorefecto significativo sobre la
apertura del PTP. Camitocondrias, PIO es la produce un efecto mas claro sobre el
PTP mediante una inhibicion de su apertura de raath@sis dependieniégura 37A),
mientras que el efecto de ROSI es practicamente(igdra 37B). EI mayor porcentaje
de inhibicién de un 30 % lo encontramos con PlOva eoncentracion 50 uM, cuando
trabajamos con mitocondrias aisladas. Esta fuenleatinhibicion significativa que
producen las dos glitazonas tanto en mitocondriasnoc en hepatocitos
permeabilizados. Sobre hepatocitos permeabilizadlogfecto de las dos glitazonas
siguié el mismo patron que en mitocondrias: la émeith general fue una ligera

inhibicion de la apertura del poro, aunque entningaso alcanzé la significancia.
Figura 37A Figura 37B
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Figura 37C Figura 37D
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Figura 37. Efecto de pioglitazona y rosiglitazonaabre
la apertura del poro de transicién mitocondrial

Las mitocondrias (1 mg/ml) o los hepatocitos petilgzados, se incuban con 2 ml de tampon de asd&60 mM
sacarosa , 10 mM MOPS y 1 mM Pi; pH 7,4) en preaate SM (5/2,5 mM) y de una sonda fluorescentakio-
extramitocondrial (Calcium Green-5N). La capacidadetencion calcica de las mitocondrias se determmediante

la adicion de pulsos de €al2,5 uM cada minuto. Todas las manipulacionegakzaron en presencia o ausencia
de PIO, ROSI (10, 25 y 50 uM) o su vehiculo. Losultaslos se expresan como mediatEEM de 3 prepaexion
distintas de mitocondrias y 3 preparaciones degtide hepatocitos. *p<0,05; valores de PIO respaatontrol. NS,
no significativo respecto a los valores control

La tendencia general del efecto de PIO o ROSI slabecapacidad de retencién
calcica mitocondrial y la apertura del PTP congisth una inhibicion bastante ligera.
No obstante, este efecto inhibitorio es la sefaiactle que estas dos glitazonas, en un
corto periodo de tiempo y de manera directa, pesteglas mitocondrias del dafio que
provoca la apertura del PTP con la liberacion d¢decmomo ¢ que lleva asociado vy el
inicio de las cascadas apoptéticas. Por lo taste, efecto protector de las mitocondrias
gque hemos demostrado se suma a todas las razankss mwales se prescriben estos
antidiabéticos.
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Discusion: resultados metabdélicos

En este trabajo investigamos los efectos metal®lcmitocondriales agudos y
directos, no mediados por los receptores nucleBR&Ry, de las tiazolidindionas:
Pioglitazona y Rosiglitazona; con el fin de coniitkal conocimiento del mecanismo de
accion hepético de estas moléculas antidiabétitzada la gran importancia del higado
en la regulaciéon del metabolismo energético glemaél cuerpo humano. Para realizar
este trabajo, nuestro grupo cuenta con la Unicgad#cle perifusién de células que hay
en Espafa, que fue instalada y puesta a puntd por El-Mir en el afio 2003.

La técnica de perifusion de células fue instalamta&xito en nuestro laboratorio,
por primera vez en Espafa gracias a la colaborag@nifica mantenida entre el Dr.
Yehia EI-Mir y el Dr. Xavier Leverve de la Univetlsid de Grenoble | (Francia). En
este trabajo demostramos que en condiciones exgalames similares, usando
hepatocitos en perifusién en presencia del misrstrato metabdlico, hemos obtenido
resultados parecidos a los obtenidos por otrosogrde investigacion que utilizan esta
técnica(Leverve y cols., 1985, 1986, 1987; Argaud y col$993)y de esta manera ha quedado
validada su instalacién en nuestro laboratorio e&ID3(EI-Mir y cols., 2004; Naboulsi y
cols., 2005; 2006, Guigas, 2007; Detaille, 2008)

El grupo de farmacos antidiabéticos orales, gltazo tiazolidinedionas (TZDs),
tienen un papel firmemente establecido en el triatatm de la diabetes mellitus tipo 2
(DM2) como sensibilizadores a la accion de la insuly protectores de la funcién de
las célulag’. Son agonistas selectivos de alta afinidad derdogptores nucleares
PPAR«y (receptores nucleares activados por proliferaddeeperoxisomas) y a través
de su activacion mejorad LARGO PLAZO, la homeostasis de la glucosa y la
sensibilidad corporal a la insulina mediaméltiplesy variadas accioneg&dgerton y
cols., 2009) Estos receptores regulan la expresion de genesiéisps implicados en el
metabolismo glucidico y lipidico y en el balanceerggtico, cuyos efectos finales
consisten en disminuir la hiperglucemia y la resisia a la insulina. Los receptores
PPARy se expresan fundamentalmente en adipocitos, pambién, en menor
proporcion, en otros tipos celulares como hepatscitélulas musculares, células
endoteliales, macréfagos, monocitos y células ‘ases(Boden y cols., 2006)Ademas de
sus beneficiosos efectos metabdlicos, las glitaz@jercen otras acciones favorables
sobre las complicaciones secundarias de la DM2pdanenfermedad cardiovascular,
debido a sus propiedades anti-inflamatorias y @xitdantes(Hauner, 2002; Hernandez-
Jiménez y cols., 2002)

Aunque los receptores PPARse expresan principalmente en el tejido adiposo,
donde las glitazonas son excelentes agentes demaglbres a la insulina, mejorando la
accion insulina y ejerciendo un efecto anti-ligotit (DeFronzo, 2010) también son
potentes sensibilizadores a la accién de la insulimcluso en mayor grado que la
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metformina (Cusi y DeFronzo, 1998)tanto en el higado como en el musculo, dondes esto
receptores son muy escasos.

Los efectos de las glitazonas a largo plazo sdbinégado y el musculo podrian
ser, por lo menos en parte, una consecuencia defsc®s indirectossobre tejido
adiposo mediados por PPARhecho que se demostré al trabajar con ratoneskkmat
especificos para PPAR-en tejido adiposo, los cuales tuvierama respuesta
disminuida al efecto antidiabético de las TZDs, indicandolasinportancia del tejido
adiposo en la accion global de las glitazof@so y cols., 2000; He y cols., 2003[EN este
sentido, esta bien documentado que a nivel delagjdiposo, en pacientes con diabetes
tipo 2, las glitazonas mejoran la resistenciaiadalina a través de una remodelacion de
adipocitos, de tal forma que los lipidos son reitisidos desde los depdsitos lipoliticos
y resistentes a la insulina de la grasa viscedg@ositos de la grasa subcutanea. Asi,
indirectamente se va a disminuir en un 50% la gtaspatica y se mejorara la
resistencia hepatica a la insuliivayerson y cols., 2002; Miyazaki y cols., 2003)

No obstante, existen suficientes indicios que imdique las glitazonas también
ejercen numerosos efectos metabdlicos independidet&a activacion de los receptores
nucleares de transcripcion (PPAR- a los cuales denominamoEFECTOS
DIRECTOS Y/O AGUDOS. En algunos estudios se ha demostrado que thafsi&on
de 10-20 minutos de troglitazona a rdtasvivo” , los niveles de glucosa se redujeron
significativamentegLee y Olefsky, 2005) Sin embargo, no estaba lo suficientemente claro
si estos efectos agudom ‘vivo”, al igual que ocurre con los efectos a medio gdar
plazo, se debian principalmente a acciones dev¢gittizona sobre el tejido adiposo o
sobre otros tejidos que contribuyen en la homeisstigsla glucosa, como por ejemplo,
el higado. Se intent6 resolver esta duda cuandovestigaron los efectos de las TZDs
en ratones lipoatréficos (sin grasa-fatless), doseleobservé que el tratamiento con
TZDs habia mejorado la sensibilidad a la insulinastos ratones sugiriéndose de esta
manera otros lugares de accion de las glitazorfasedtes al tejido adipoS8urant y
cols., 1997) También se ha demostrado que la exposicion @ tejuscular durante 30
minutos a troglitazona y rosiglitazona aumentaajatacion de glucosa y la oxidacion de
acidos grasos en este tejidleBrasseur y cols., 2006)Debido al corto periodo de tiempo
de exposicion a las glitazonas y a que el muscrdotipamente no expresa PPAR-
(Auboeuf y cols., 1997) se deduce que estos efectos agudos y directtas deZDs son
independientes de la activacion de estos factadsadscripcion PPAR- Los efectos
directos e independientes de la activacion de PPPARA sido muy poco estudiados y
Su investigacion ha cobrado una mayor importancidaeactualidad. Hay que indicar
que estos estudios se han realizado mayoritarigfientitro” sobre cultivos celulares
muy variados.

Mediante mecanismos desconocidos e independieatP® ARy, en los estudios
que se realizaron hasta el momento, se vio quglil@onas poseen efectos directos
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antitumorales al activar la apoptosis en canceprdstata y cancer de col@ghiau y
cols., 2005; Baek y cols., 2003)jnhiben la sintesis de androgen@&smpna y cols., 2007)
inhiben la sintesis de proteinas en células endt@®(Cho y cols., 2006) aumentan la
liberacion de acido araquidénico de la membranalareton el subsiguiente aumento
de eicosanoidegTsukamoto y cols., 2004) pueden ejercer sus efectos ateroprotectivos
mediante inhibicion de TNE-(factor de necrosis tumora)-y de la proliferacion y
migracion de células vasculangs y cols., 2005; Hattori y cols., 2000; Arthwoly cols., 2005)
inhiben la oxidacion mitocondrial y aumentan laetdcion de lactato en muasculo
esqueléticaBrunmair y cols., 2001) a través de estos mecanismos activan la actiddad
la enzima AMPK en tejido muscul@ryer y cols., 2002; LeBrasseur y cols., 2006; Fied y
cols., 2008)células renale@rurturro y cols., 2007)y en célulag del pancreagvang y cols.,
2007)

De todo lo recogido en la literatura concernientsa efectos directos de las
glitazonas se concluye que, ademas de que dichomethan sido muy poco estudiados
a nivel del higado, en la mayoria de estos esta&stigaciones se empleo troglitazona
(que se retird del mercado farmaceéutico en 200@ddedb sus efectos hepatotoxicos) y
no las dos glitazonas, PIO y ROSI (actualmente lemexcado farmacéutico desde
2003), objeto de estudio de mi Tesis Doctoral.

En este trabajo demostramos, por primera vez, fDEHETAZONA (Actos®)y
ROSIGLITAZONA (Avandia®) ejercen acciones antidiabéticaBGUDAS Y
DIRECTAS sobre el metabolismo hepético, principalmente, ibieshdo Ia
gluconeogénesis y activando la glucdlisis. Paracdtrar la existencia de dichos efectos
directos utilizamos, como ya hemos sefalado ambeeiote, la técnica de perifusion de
células. La técnica de perifusion de células estérraca “in vitro” muy potente para el
estudio del metabolismo hepatico y su influencia giéerentes drogag.everve 1985,
1986, 1987; Argaud 1993)La técnica de perifusion de células es un sistel@al para
medir metabolitos extracelulares e intracelula’eBP{ADP, intermediarios de la via
gluconeogénica/glucolitica) y actividades enzinggid_a singularidad de esta técnica
consiste en que se trata de un sistema abiert@trgoy que permite mantener las
células termostatizadas y en agitacion en una @u@rperifusion donde las células
estan continuamente perifundidas con Krebs-Bicatmoxigenado evitando asi el
acumulo de los metabolitos extracelulares, que ipodfectar la regulacion del
metabolismo, permitiendo asi la obtencién de estadtacionarios reales (steady-state)
(Ver seccion de material y métododrste hecho de evitar la acumulacion de metalsatitoel
medio de incubacion de células, a diferencia decldsvos celulares, es sumamente
importante, porque refleja lo que ocurre realmemelos 6rganos corporales en una
situacion fisiolégica donde no se acumulan met&®liy de esta manera no Héged-
back” sobre los mecanismos de regulacion del metabolisstaomo ocurre en los
cultivos celulares habituales.
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Antes de comenzar a analizar con detenimientefestos metabdlicos directos
que ejercen pioglitazona y rosiglitazona a nivel hg@tico, hemos de indicar que en
este trabajo, donde investigamos otros mecanisraoacdion de estas moléculas no
mediados por los receptores nucleares PPARg, artiliz la concentracion de 25 uM
con ambas glitazonas para realizar el analisisstetgo de efectos directos. Hay que
recordar que los dos farmacos Pl@ctos®) y ROSI Avandia®) una vez
administrados'in vivo” se metabolizan principalmente por el higado. Ecasb de
PIlO, esta molécula alcanZan vivo” una concentracion maxima en el higader
seccion “PIOGLITAZONA y ROSIGLITAZONA” de Introduc@n) mayor de 25 pMcCox y cols.,
2000; Eckland, Danhof, 2000; Hanefeld, 2001)Ademas, la concentracion empleada en
nuestro estudio fue similar e incluso inferior a&tapleada en otros estudi@s vitro” ,
donde se investigaron sus propiedades antihipengliantes, antioxidantes vy
antiinflamatorias(Nishimura y cols., 1997; Toriumi y cols., 2003; Bmmair y cols., 2004b;
Turturro y cols., 2007).

Como hemos mencionado anteriormente, la perifudiércélulas hepaticas se
convierte en una herramienta adecuada y potentedederminar el lugar de accion de
pioglitazona y rosiglitazona en las diferentessuteetabdlicas. En nuestras condiciones
experimentales de trabajo, la producciéon de gluceieja exactamente la velocidad de
la gluconeogénesis ya que la sintesis de glucogenyestras condiciones de ayuno de
24 horas, es insignificante comparada con el ftigoproduccion de glucogaxton y
Park, 1967). En cuanto a la glucdlisis, el flujo de lactatosnpiruvato refleja realmente el
flujo de la enzima glucolitica piruvato quinasaaseénte en ausencia de una oxidacion
mitocondrial significativa del piruvato o de unaartsaminacion del mismo. La
oxidacion del piruvato o su transaminacion puededaoir a un flujo glucolitico
subestimado, pero éste esta probablemente limgtadpie la concentracion de piruvato
es baja, debido al aclaramiento continuo del psgifuen nuestro sistema.

Empezaremos abordando profundamente el papel gueeejen un corto periodo

de tiempo estas dos glitazonas sobrslhUCONEOGENESIS (GNG), de

manera aguada y directa. Nuestros resultados dbteen hepatocitos perifundidos con
cuatro sustratos energéticos diferentes: DHA, @ert lactato + piruvato (L/P; 10/1) y
glicerol, indican por primera vez, que PIO y R@8iducen una marcada inhibicién de
la gluconeogénesis (GNG) con todos los sustratqdeamios. Se trata de una accion
AGUDA de las dos glitazonas sobre una o varias etapda d@a GNG/glucalisis,
porque empezo a observarse en el segundo estadmeatio justamente después de la
adicion de los dos farmacos, en tan solo 15 minudaemas, esta inhibicion se
mantuvo en valores constantes hasta el final geraxento: 1 hora y media después de
la infusion de las glitazonas. La inhibicion dieede la gluconeogénesis hepatica es uno
de los mecanismos mediante el cual, algunos medit@s antidiabéticos orales, como
la metformina, ejercen su efecto antidiabéfi@aud y cols., 1993) La metformina, un
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antidiabético oral cuyo uso esta muy extendidodedsmce mas de 40 afios) en todo el
mundo para el tratamiento de la DM tipo 2, ejerc@ccion hipoglucemiante de forma
DIRECTA, inhibiendo la GNG en hepatocitos en peibn, ademas de estimular la
glucdlisis. Nuestros resultados obtenidos en esbajo con pioglitazona, empleando la
misma metodologia que la utilizada por el Dr. Ajaconcuerdan con los obtenidos
con metformina. No obstante, hay que sefialar gumamoléculas poseen estructuras
quimicas muy diferentes: la metformina es lipddilienientras que la pioglitazona es
hidrofoba y por tanto sus mecanismos de accion aro idénticos. Aunque se ha
demostrado que las glitazonas inhiben, al igual lgu@etformina, la respiracion por
inhibicion del complejo | de la cadena respirat@Eiavir y cols., 2000; Brunmair y cols.,
2004b).

De acuerdo a lo expuesto en el apartadolndeduccion de esta memoria, estos
cuatro sustratos metabdlicos ensayados (DHA, fsactlactato+piruvato y glicerol) se
incorporan a distinto nivel en la via GNG/glucdjside ahi se deduce que su
metabolismo global sera diferente. Aunque como cob®mmos en nuestros
experimentos, parece ser que la inhibicion dirdetda GNG hepatica que ejercen las
dos glitazonas es un fendbmeno general y se proddependientemente del sustrato
gluconeogénico empleado. Esto sugiere que el eiideiiodor por parte de PIO y ROSI
sobre la GNG podria estar localizado en el ultilmsopmetabdlico de la via, donde
convergen todos los sustratos. La inhibicion daéict vitro” de la GNG encontrada
con PIO y ROSI concuerda con ensayos clinicos e pacientes diabéticos tipo 2
fueron tratados con los dos antidiabéticos oraleg dosis normal: PIO a 45 mg/dia y
ROSI a 4 mg/dia. En estos estudiosvivo” se comprobo que los dos agentes corrigen
los niveles de glucosa en plasma, principalmenggomrando la sensibilidad a la insulina
en tejidos periféricos mediante inhibicion de lacgiheogénesis hepatig¢aerz y cols.,
2003; Phillips y cols., 2001; Scherbaum y cols., @) y en segundo lugar, ralentizando el
deterioro de la funcién de las célulaslel pancreagajaj y cols., 2003; Gastaldelli y cols.,
2006; Gastaldelli y cols., 2007; Lebovitz y col2001; Phillips y cols., 2001)Ademas, en estudios
a largo plazo en los que se comparoé la eficaciaiabética entre los dos agentes se
demostré que ambos ejercen un paagi-hiperglucemiante muy similar(Chiquette y
cols., 2004) Hemos de recordar que el aumento de la gluconesge hepatica, aun
cuando los niveles de glucemia no son precisamestes, es considerado como la
causa principal de la hiperglucemia encontradayanas en pacientes diabéticos tipo 2.
Por lo tanto, una las funciones principales dealutgdiabéticos orales es poder bajar la
glucemia en ayunas. En este sentido, esta biemtotado que a nivel hepatico, las
glitazonas inhiben la GNG a largo plazo (efectosliads por receptores nucleares
PPARYy) (Bajajy cols., 2007)

Independientemente del control glucémico, si se draontrado entre ambas
moléculas diferencias en cuanto al control quecejer nivel lipidico. A este respecto,
el tratamiento de pacientes con PIO en relacion GSIRse asocia con mejoras
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significativas sobre los niveles plasmaticos delitéridos, de colesterol unido a
particulas HDL y sobre la concentracion y el tamdédas particulas LDIGoldberg y
cols., 2005) Estas diferencias en cuanto a su perfil lipidiecen que el empleo de la
pioglitazona en el tratamiento de la DM2 esté méerelido. Ademas, los ultimos
informes negativos recogidos asociados al riesgo agaricion de problemas
cardiovasculare@\issen y cols., 2007fjue conlleva el uso de rosiglitazona ha disminuido
temporalmente su prescripcion habitual a los diebetipo 2. Aunque como ya hemos
hecho referencia en esta Tesis Doctoral, estosniigf® negativos no son concluyentes,
ni mucho menos, e incluso no existe unanimidaduamto a la restriccion del uso de
rosiglitazona entre diferentes grupos de invesidgac

Por otra parte, otros grupos de investigacion ta@mihan demostrado que
pioglitazona, rosiglitazona y otras glitazonasdlitazona y englitazona) inhiben, en un
corto periodo de tiempo, la gluconeogénesis hepate manera directa y sin que medie
la activacion de los receptores PPARghimura y cols., 1997; Adams y cols., 1998; Ramg/
cols., 1998; Raman y Judd, 2000)Sin embargo, estos estudios se realizaron utdizatras
técnicas experimentales, como modelos de incuba@drepatocitos en viales cerrados
(donde se acumulan metabolitos) y modelos de higadado y perfundido. Hay que
indicar que nuestros resultados se han obtenidieamilo la técnica de perifusion de
hepatocitos, (como mencionamos anteriormente)jstensa mucho mas sensible, mas
fiable y mas fisiologico, al evitar la acumulacigie metabolitos en el medio de
incubacion y reproducir lo mas fielmente posible doe sucede fisiolégicamente.
Pasaremos a discutir brevemente las diferenciasemejganzas entre nuestros
experimentos y los escasos estudios similares ickrogn la literatura:

- Nishimura y su equipo cuando trabajaron con tdgaerfundido de rata utilizando
lactato como sustrato gluconeogénico demostrarenRi0 (1-10 uM), en los tan solo
20 minutos en los que se afadio al buffer de périuglisminuia la GNG de forma
dosis-dependiente y su efecto inhibitorio permameai el tiempo aun después de haber
sido retirada del buffer de perfusion. Nuestra slag 25 UM esta en el rango de
concentraciones empleada por este equipo de igaegin(Nishimura y cols., 1997)

- Los resultados obtenidos con englitazona porrgba de investigacion de Melissa
Adams coinciden absolutamente con los nuest@sris y cols., 1998)Este grupo realizo
perfusion de higado de rata con 3 sustratos gluggmécos (DHA, fructosa y lactato) y
demostraron que esta glitazona también inhibe 1&@Mctiva la glucolisis con los tres
sustratos. El rango de concentraciones utilizagodi 6,25-50 uM, aunque al tratarse
de glitazonas distintas no podemos establecer am@aracion. Englitazona inhibio la
GNG a partir de DHA vy lactato en un porcentaje Emal de PIO y ROSI, pero esta
inhibicion a partir de fructosa fue mucho menor gugue producen PIO y ROSI.
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- En otros estudios con troglitazona realizadosgdagrupo de Rama(Raman y cols.,
1998; Raman y Judd, 2000),empleando el modelo de hepatocitos en incubaceén s
demostré que esta glitazona también inhibe de raatiegcta y aguda la GNG hepéatica
a partir de lactato en tan solo 1 hora. En est®,cpara observar una inhibicion
significativa de la GNG se debio utilizar la traghiona a dosis mas elevadas, de
alrededor de 250 uM.

Dentro los parametros que hemos estudiado, inaestg el efecto de PIO y
ROSI sobre el metabolismo de los compuestos adesilnuestros resultados indican
gue ambas glitazonas inhiben la relacion ATP/ADRata@itosolica como mitocondrial
con todos los sustratos ensayados. Estos resubkadaherentes con los obtenidos por
otros grupos pero en otros tejidos y en cultivaleelFryer y cols., 2002) En este sentido,
se podria pensar que PIO y ROSI inhiben la GNGded directa Unicamente a través
de una disminucién de la relacion ATP/ADP que afextbre todo a la fosforilacion de
la DHA. No obstante, si esto fuera asi, disminuigigsGNG y la glucdlisis a la vez.
Segun nuestros resultados, la glucolisis aumentaanos los sustratos empleados por
accion directa de las dos glitazonielsefecto directo sobre la glucdlisis sera tratadon detalle
mas adelante) I0 cual indica que la accion de los dos farmanosesta mediada
exclusivamente por una disminucion de la relacidi®AADP y que su principal efecto
se localiza mas alla de la dihidroxiacetona fosf@dAP), posiblemente entre la
DHAP vy la glucosa. Existen varios puntos de cdrarola GNG mas alla de la DHAP,
donde pueden actuar las dos glitazonas:

1) El ciclo del fosfoenolpiruvato-piruvato: sobeslenzimas gluconeogénicas piruvato
carboxilasa y fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa (PERC

2) El ciclo de las fructosas: sobre la enzima tsatl,6-bisfosfatasa y sobre el
regulador alostérico de este bucle, fructosa-Xtbebiato (F-2,6-bisP), un potente

inhibidor de la GNG, clave en la regulacion dellbute las fructosas al tratarse de un
activador alostérico de la enzima fosfofructoquangsun inhibidor alostérico de la

fructosa-1,6-bifosfatasa. Por lo tanto, una comeeiin elevada de este efector
alostérico estimula la glucdlisis, mientras que oaacentracion disminuida inhibe la

gluconeogénesis;

3) El ciclo de las glucosas: a nivel de la enzitob@@neogénica glucosa-6-fosfatasa.
A continuacion abordaremos con mas detalle cadegpor separado:

1) La enzima PEPCK es una de las enzimas limitant@s importantes para la
gluconeogénesis. Sin embargo en nuestras condiciergerimentales, esta enzima
Gnicamente intervendria en la regulacion de la &mign “de novo” de glucosa cuando
utilizamos lactato+piruvato como sustrato, porguerib de entrada a la GNG de los
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otros tres sustratos se realiza a través de laRh\haber centrado nuestros estudios
en el sustrato DHA, no hemos profundizado en ellimpade las enzimas
gluconeogénicas de este bucle de la via GNG/ghisolPero sin embargo, otros
investigadores si han demostrado tratando modeiosates de DM2 con pioglitazona
y troglitazona, que estas dos glitazonas inhib&argo plazo la expresion hepatica de
esta enzimgHofmann y cols., 1992; Davies y cols., 2001kl equipo de Dana demostro que
rosiglitazona altera la expresion de esta enzinsmdn se administra a ratas Zucker
durante 15 dias, pero en este caso determinarerpsasion en tejido adiposo y lo que
observaron curiosamente fue una aumento en su Sipr@ana y cols., 2001) Este
hecho se explica gracias al proceso denomigaa®rolneogenesisdel cual la PEPCK
es la enzima limitantgara profundizar en el proceso de glycerolneogeniss ver Anexo) Con
esto se pone de manifiesto que las glitazonaseroegj su capacidad hipoglucemiante
de la misma manera en todos los tejidos, sino geelgn ejercer acciones totalmente
opuestas dependiendo del tejido del que se trate.

2) Segun nuestros resultadogr punto 3.1. de la primera parte de Resultados) la
representacion de la relacidon entre la concentmdotbacelular de DHAP y fructosa-6-
fosfato (F6P)figura 14A) que permite el estudio de este ciclo, nos indica BLO no
afecta este bucle, aunque parece que ROSI si padtimr a esta nivel porque
disminuye ligeramente la concentracion intracelduF6P. Aunque en nuestro modelo
experimental pioglitazona parece no afectar a magnzima, ni al contenido de F-2,6-
bisP, otros investigadores si han demostrado guglitazonas son capaces de aumentar
la cantidad de este importante efecto de manegatdiy en muy poco tiempo:

Nishimura y sus colaboradores utilizando un modi#ohigado perfundido,
distinto al nuestro, demostraron que Rl@nenta la cantidad de F-2,6-bisP en
tan solo 20 minutos(Nishimura y cols., 1997) Este resultado se suma al obtenido
por Raman y su equipo, los cuales demostraron que efecto
antihiperglucemiante de la troglitazosa debia, por lo menos en parte, a una
elevacion de los niveles intracelulares de |la FEES® (Raman y cols., 1998, 2000)

Ademas, el grupo de Raman ha demostrado que tamablargo plazo troglitazona
aumenta los niveles de este efector. Contrariangideobservado por Raman a largo
plazo, otro equipo de investigacion vio que elam@ento con troglitazona de ratones
diabéticos disminuye los niveles intracelularesla® metabolitos glucosa-6-fosfato
(G6P) y F6P a la vez, pero esta bajada no se dalméaumento en los niveles de F-2,6-
bisP, sino a una inhibiciéon localizada sobre laraa#Aructosa-2,6-bisfosfatagrujiwara

y cols., 1995)

Por lo tanto, la ligera inhibicion que nosotros @ricamos en la concentracion
intracelular de F6P por accion directa de ROSI pudberse, bien a un aumento en los
niveles de F-2,6-bisP, o bien a una inhibicion deattividad de la fructosa-2,6-
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bisfosfatasa. El hecho de que ROSI si parece qateadste bucle mientras que PI1O no,
puede explicarnos parcialmente el hecho de que R®&ja un mayor poder
hipoglucemiante que PIO. Todo esto indica que serary necesarios estudios
posteriores y profundos para investigar el efeetR@SI sobre este bucle metabdlico.

3) El principal efecto de pioglitazona y rosigliv@a que hemos demostrado empleando
hepatocitos perifundidos con 4 sustratos energetiintos (DHA, fructosa, glicerol y
lactato+piruvato) radica en una potente inhibiaiénla liberacion de la glucosa a partir
de la glucosa-6-fosfato, debido a una potente icibib de la actividad de la enzima
clave y mas importante de I&luconeogénesis hepatica: la glucosa-6-fosfatasa
(G6Pasa) La hidrdlisis de la G6P, que es la ultima etapatonte la produccion de la
glucosa a partir de la degradacion del glucégens martir de la gluconeogénesis
hepatica, esta catalizada por la G6Pasa, una maotetegral de la membrana del
reticulo endoplasmico (RE) con wuna subunidad ¢&@li intraluminal.
Asombrosamente, a pesar de tratarse la G6Pasaaléeutas enzimas clave en el
control de la GNG, Unicamente se ha investigadefedto de pioglitazona sobre esta
enzima en tratamiento a largo plazo de modelos aasnresistentes a la insulina
(Sugiyama y cols., 1990y esto concuerda con nuestros hallazgos a catmpEn cuanto

a los parametros cinéticos de la G6Pasa obtenidassencia de los antidiabéticos, hay
que indicar que los valores de,lde la G6Pasa en este trabajo son similares a los
obtenidos por otros grup@arion y Wallin, 1973; Van Schaftingen, 2002)y que los valores
de Vmax de la G6Pasa concuerdan con aquellos obtenidosofpos grupos (160
nmol-mir*-mg prot') (Arion y Wallin, 1973). En nuestro estudio hemos demostrado que
pioglitazona y rosiglitazona inhiben directamendeVlnax de la enzima, sin apenas
modificar su k,. Ademas, las dos glitazonas inhiben a esta endireatamente en un
porcentaje muy parecido, incluso la inhibicion degpitazona fue algo superior a la de
rosiglitazona, lo que sigue induciéndonos a peqsar rosiglitazona, efectivamente,
ejerce algun punto de control sobre el bucle ddriagosas, gracias al cual podamos
explicar el por qué inhibe con mas fuerza la GN@ lqupioglitazona.

La inhibicion directa de la GNG a nivel de la enaziG6Pasa que producen
pioglitazona y rosiglitazona es muy importantegua ademas de inhibir la produccion
de glucosa, la glucosa-6-fosfato acumulada podsaidrse a los siguientes caminos:

a) sintesis de glucégeno, b) Glucdlisis y c) alocide las pentosas fosfato, con el
consiguiente aumento de la produccion de NADPHsém @timo caso. EI NADPH esta
muy implicado en la estabilizacion y aumento detajion reducido con la consiguiente
reduccion del estrés oxidativo que acomparfa apeargiucemialLeverve y cols., 2003)
Por lo tanto, nuestro siguiente paso en el desamlel esta Tesis Doctoral, consistio en
intentar determinar el lugar hacia donde se digg® glucosa-6-fosfato acumulada.
Nuestros resultados indican que las dos glitazaotgan la glucolisis, en concreto con
DHA como sustrato, PIO y ROSI activaron el flujoigblitico en un 12%. Por lo tanto,
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parte de la glucosa-6-fosfato acumulada se dewresgata produccion de piruvato por
glucdlisis, estos resultados concuerdan con Idgzagi@s por otros grupos que también
demostraron que PIO y ROSI activan la glucolisipdtiea en musculo esquelético
(Brunmair y cols., 2001) Hay que recodar también que la metformina, etlieftetico mas
antiguo y extendido en el mundo estimula tambiégiuadlisis hepaticé@ everve y cols,
1994).

La pregunta que nos surge es la siguiegigué ocurre con el resto de la G6P
acumulada no empleada en la glucolisigunque el poder antioxidante a largo plazo
de las glitazonas estd mas que comprobado y eatdic nunca antes se habia
investigado el efecto de estos farmacos sobrddadeilas pentosas fosfato ni en cultivo
celular, ni en modelos animales de experimentacidoen tratamiento de pacientes a
largo plazo, ni mucho menos su accidon directa selSta via metabdlica. Nosotros
hemos sido los primeros en afrontar este tema yokeocomprobado que, sobre
hepatocitos de rata Wistar en incubacion, ni piagtina ni rosiglitazona ejercen
ninguna accion directa sobre esta ruta: ni aumemtamsminuyen la desviacion de la
glucosa-6-fosfato hacia la produccion de NADPH gsta via. Eliminada esta opcion,
nos decantamos por determinar si el camino que tanghucosa-6-fosfato es el de la
sintesis de glucégeno. Varias investigaciones i@ se demostré que el tratamiento
cronico con troglitazona y pioglitazona aumentalasintesis de glucégeno en musculo
esquelético apoyaron nuestra ideagiyama y cols., 1996; Park y cols., 1998; Chaapls.,
2001; Kausch y cols., 2001)Aunque, cuando se determind el efecto a cortaoplie
troglitazona sobre la sintesis de glucogeno en ahaigsquelético, dicho efecto fue el
contrario que a largo plazo.: troglitazona dimingyoun 36% la sintesis de glucégeno
(Furnsinn y cols., 1997; Gras y cols.,, 2003)En la actualidad estamos realizando
experimentos encaminados para dilucidar si a q@épo, PIO y ROSI estimulan o0 no
la sintesis de glucégeno.

El GLUCAGON es la hormona hiperglucemiante por excelenciaa Est
hormona se secreta por las célulagiel pancreas y sus efectos se oponen
completamente a los de la insulina. Concretamemeele higado, la relacion
insulina:glucagon determina el intrincado contrel ld glucolisis/gluconeogénesis. El
efecto del glucagon sobre el higado es muy compdejonplica una regulacion
coordinada de los factores de transcripcion y dmzada de sefializacion que provoca
la unién del glucagén con su receptor hepatico.sHmacion de ayuno, cuando la
glucemia es muy baja, el glucagon estimulddgradaciordel glucogeno almacenado
en el higado liberandose asi glucosa al torremgusaeo. La secrecion del glucagon
por las célulag: pancreéticas se inhibe, en individuos sanos, éssgde las comidas.
Sin embargo, se ha comprobado que el nivel de gfucaaumenta de manera
significativa en enfermos diabéticos tipo(dihneda y cols., 1984; Unger, 1985 se ha
propuesto recientemente que estos altos nivelgtudagon contribuyen parcialmente a
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la desregulacion de la homeostasis de la glucasdayresistencia a la insulina de la
diabetes(salehi y cols., 2006) En esta enfermedad, la anomalia en la secreabn d
glucagon sumada a la insulino-resistencia tipidc@net como resultado una
hiperglucemia en ayunas y post-prandial. Esta pipeemia aumenta, ain mas, debido
a la glucosa liberada a partir de los depdsitogldelogeno hepatico, como resultado de
la hipersecrecion del glucagon. La secrecion arn@m@l glucagon en la DM 2 se debe
al mal funcionamiento de las célulasdel pancreas, durante la evoluciéon de esta
enfermedad, ademas de sufrir un desgaste en sioriatidad las célulag; también las
célulase pierden hasta un 50% de su fungiBeorte y Khan., 1995)

Por lo tanto, la existencia de antidiabéticos arglge sean capaces de antagonizar
los efectos del glucagon es sumamente beneficiasa gl tratamiento de la diabetes
tipo 2. Nosotros hemos sido los primeros en demogtre las glitazonas (PIO y ROSI)
antagonizan los efectos hiperglucemiantes y prbétieos del glucagon en el higado,
principal érgano diana de la hormona. Ademas, aa tle un efecto rapido, directo e
independiente de la activacion de PP®Rsa que lo hemos obtenido en un corto
periodo de tiempo (1-2 horas) mediante el uso dédaica de perifusion de células.
Nuestros resultados indican, por primera vez, qas TZDs antagonizan la
hiperglucemia provocada por la adicién de glucagidmepatocitos aislados de ratas en
ayunas mediante dos maneras: disminuyen la prailuaé glucosa (inhibiendo la
GNG hepatica) en presencia de glucagon hasta sgiodsimos al contrafigura 18A) y
ademas, estimulan significativamente la glucdlisisbida por la hormondigura 19).
También hemos encontrado este mismo efecto diesttalucagdn cuando analizamos
la glucogendlisis en hepatocitos aislados de radasn ayunasA este respecto, ninguna
de las dos glitazonas inhibieron significativamdatéberacion neta de glucosa a partir
del glucégeno hepatico por glucégenoligigura 21), pero si que aumentaron
significativamente el flujo glucolitico de esta ghsa inmediatamente después de ser
liberada por la glucogenolisifigura 22).

Esta nueva cualidad descubierta de las glitazasabdce todavia mas atractivas
como tratamiento de eleccion en la terapia de la2DKunque este efecto anti-
glucagén, de momento solo se ha demostrado enitwaaién “in vitro” y a corto
plazo, podria contribuir a aumentar los efectosebeinsos que las glitazonas ejercen
sobre la homeostasis de la gluctisavivo” y a largo plazo.

Una vez finalizada la discusién del efecto dires¢opioglitazona y rosiglitazona
sobre la gluconeogénesis hepatica, pasaremosxpdaieion profunda y razonada de la

accion aguda y directa de las dos tiazolidindiosasre la GLUCOLISIS
HEPATICA .

~191 ~



Discusion: resultados metabdélicos

Los resultados que hemos obtenido indican que Rl@ocomo ROSI estimulan
la glucdlisis hepatica en un 12%, con DHA vy frueto€omo sustratos y
aproximadamente en un 40%, cuando el sustrato edgpléue el glicerolDichos
resultados estan en consonancia con los obtenaioSdams y su equip@dams y cols.,
1998), asi como con otros estudios realizados con nmeii@r en condiciones similares
con perifusion de hepatocit@srgaud, 1993), sin olvidar que la propia insulina activa la
glucdlisis hepatica en situacion post-prandial. é&nmismo estudio del equipo de
Adams, utilizando higado en perfusion, englitazacta/6 la glucdlisis a partir de DHA
y fructosa en un 42 % y un 50%, respectivamente,neas fuerza que lo obtenido por
nosotros con PIO y ROSI. En tejido nervioso, ell cutaesta absolutamente implicado
en la resistencia a la insulina de la DM2, se maastrado que el tratamiento durante 48
horas de astrocitos y neuronas en cultivo con péagina aumenta la liberacion de
lactato desde la astroglia, sirviendo éste comabesiible energético para las neuronas
adyacentefzawa y cols., 2009)

La investigacion del mecanismo de accion de lagzginas se ha centrado
practicamente en la explicacion de su poder apgrgiucemiante en el tratamiento a
largo plazo de diabéticos tipo 2 y ha dejado amhrel estudio de sus efectos directos
e independientes de la activacion de los receptBieR8R). Sumado a la escasa
investigacion realizada hasta el momento de la®aes directas de las glitazonas, hay
que afiadir que se ha ahondado menos en el estadsu dccion directa sobre la
glucdlisis que sobre la gluconeogénesis. Las ilyasbnes que existen al respecto se
han centrado Unicamente en los efectos de lazafites sobre la enzima glucolitica
hexoquinasa de musculo esquelético y tejido adiposo isoenzima glucoquinasa del
higado y célulag- pancreaticas. En todos estos tejidos sumamenticatps en la
aparicion y desarrollo de la DM2, el tratamientdaego plazo con pioglitazona y
troglitazona aumentdé la expresion y actividad da eszima(Braithwaite y cols., 1995;
Kimy cols., 2002; Kim y cols., 2004)

En nuestras condiciones experimentales de ayunasra4, el flujo glucolitico a
través de la glucokinasa es practicamente nulo (€«)despreciable por la baja
expresion de la GK debida al ayuno de 2d&ioen y cols., 1983; 1986y por lo tanto, la
activacion directa de PIO y ROSI sobre la glucsldéebe localizarse en el bucle del
fosfoenolpiruvato. Nosotros hemos sido los primeeos demostrar que existe una
accion rapida y directa de las glitazonas sobemfama sigmoidea: piruvato quinasa.
Recordamos los efectos de PIO y ROSI sobre la gemdisis, que como hemos
expuesto en el punto 6 de la primera parte de teskd, ni pioglitazona, ni
rosiglitazona ejercieron ninguna modificacion netala liberacién de glucosa a partir
del glucégeno hepatico por glucégenoligigura 21), pero si que aumentaron
significativamente el flujo glucolitico de esta ghsa inmediatamente después de ser
liberada por la glucogenolisigigura 22). Es decir, PIO y ROSI aumentan la glucélisis
hepética independientemente de la fuente de leogguchien la recién formada por
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GNG a partir de DHA en ratas en ayunas, o la lieei@desde el glucogeno en ratas NO
en ayunas. Estos resultados estan en consonanctiancefecto activador de PIO y
ROSI sobre la enzima glucolitica mas importantepitavato quinasa (PK). Esta es
una enzima aldsterica con una cinética sigmoide@,ppsee una regulacion alostérica
mediante activadores (fructosa-1,-bisfosfato) dbidlores (alanina, ATP)Hue y cols.,
1981; Hers y Hue, 1983)Ademas, el glucagon también inhibe su actividacees de su
fosforilacion, teniendo al AMPc como mediad@ilkis y cols., 1988) Por esta razon
nosotros ademas de determinar fg,\Me la enzima, también determinamos la relacion
v/Vmax la cual se trata de un indicador altamente reddonalel estado de fosforilacion
de la enzima. Cuando esta relacion disminuye sognifjlue la enzima ha sido
fosforilada en su mayoria y por lo tanto inhib{Hartrons y cols., 1984)

De acuerdo a la metodologia que empleagmoso 4.2. Determinaciones Analiticas de
la seccion Material y Métodos) nosotros analizamos la accion directa de piagiita y
rosiglitazona sobre hepatocitdm vitro” y los valores control que obtuvimos, en
ausencia de las glitazonas, fueron similares albsnidos en las mismas condiciones
experimentales por otros grup@shai y cols., 2001) Analizamos la actividad de la
piruvato quinasa en su forma parcialmente puriaicgoredominante en musculo y
cerebro) y en su forma purificada (forma hepatitay tratamiento de las muestras con
(NH4),SO,. Curiosamente, las dos glitazonas no actuarom cieidma manera cuando
se trato de una u otra forma de la enzima.

- Sobre la forma purificada (hepética), pioglitaaon rosiglitazona aumentaron
significativamente la relacionu/Vma, sefial de que la enzima no esta
mayoritariamente fosforilada y por lo tanto, seummira activada. Sin embargo,
ambas glitazonaghibieron ligeramente, aunque no significativareetd Vinaxde
esta forma purificada de la enzima. Analizando gs&ametro enzimatico
(v/Vmay), €l efecto de las glitazonas que obtuvimos s@beetividad de la forma
purificada es el contrario al producido por siléifetaille y cols., 2008, Mg-ATP
(Ichai y cols., 2000) y glucagon(Jiang y Zhang, 2003, sustancias conocidas, sobre
todo el glucagon, por la inhibicion de la glucdigue producen.

- Cuando se trato de la forma parcialmente pudfical efecto de las glitazonas
sobre la relacion/Vmax fue nulo, mientras que si activaron significatiesute y en
un alto porcentaje la\x de la enzima.

Debido a que el ATP y el ADP son el producto y @$tsato de la piruvato
quinasa, respectivamente, pueden actuar como esséfectores alostéricos de la
enzima. El efecto de pioglitazona y rosiglitazoohre la relacion ATP/ADP citosolica
y mitocondrial fue de clara tendencia inhibitoriAunque existieron algunas
excepciones, como el caso de la rosiglitazona asepcia de DHA, donde el
antidiabético no modifico practicamente la relaatiinsoélica, ni mtocondrial. También

~ 193 ~



Discusion: resultados metabdélicos

pioglitazona, en las muestras obtenidas a partiiri#osa como sustrato, no ejerciod
ningun efecto sobre la relacion ATP/ADP en el dtpsaunque si que inhibio
claramente dicha relacién a nivel mitocondrialhEtho de que el efecto global de las
dos glitazonas sobre hepatocitos en perifusion isan®n una disminucion de la
relacion ATP/ADP en los dos compartimentos celglaexcluye un posible efecto de
los farmacos sobre la translocasa de los nucledtigola mitocondri@Leverve y cols.,
1994) Estos datos se pueden interpretar mediante dasnisenos diferentes: una
disminucién en la produccion de energia o un aumentprocesos consumidores de
ATP. La posible explicacion para este claro efeletdas glitazonas sobre los niveles de
los nucleodtidos adenilicos, la encontramos enHiicion de la respiracion en su estado
basal de los hepatocitos intactos que obtuvimodigura 24). Asi la activacion directa
de la glucolisis que producen pioglitazona y ratsigbna, a través de la piruvato
quinasa, muy probablemente consistira en un meoangie sirva a la célula como una
fuente de produccion adicional de ATP.

Como las enzimas glucoliticas: gliceraldehido-3dtms deshidrogenasa y 3-
fosfoglicerato kinasa, trabajan en condicionesas&as al equilibrio, la disminucion de
la relacion ATP/ADP en el citosol favorecera lanfiacion de 3-fosfoglicerato y por lo
tanto, de fosfoenolpiruvato. Sin embargo, cuandalizamos la concentracion
intracelular de estos metabolit@iguras 11A y B, 12 A y B, 13 A y B)n0 encontramos
ningun efecto claro como resultado de la acciotag@litazonas, incluso en el caso de
la condicion en la que utilizamos fructosa comotratrs (figuras 12A y B), ambas
glitazonas inhibieron claramente la concentraciérestos dos metabolitos. Estos datos
concuerdan con los obtenidos con la almitrina éush empleada en enfermedades
cronicas de pulmén), con la que se ha demostra@p eu hepatocitos de rata en
perifusion es capaz de activar el flujo glucolit{dp.r) disminuyendo la concentracion
de los dos metabolitos antes mencionadegerve y cols., 1994) Esto es asi, porque la
activacion de la enzima piruvato quinasa conduceura aclaramiento del
fosfoenolpiruvato y mantiene su concentracion @elas bajos.

Por lo tanto, explicamos la activacion directa a@ifuvato quinasa, por parte de
pioglitazona y rosiglitazona, por una disminucian ld relacion ATP/ADP citosdlica,
que provoca una modificacion alostérica de la eaziton el consiguiente aumento de
su actividad. Otra posible explicacion para lavaciion directa de la piruvato quinasa
demostrada en nuestros experimentos, consistirianemumento de la concentracion
citosolica de NAD. Empleando DHA como sustrato en hepatocitos da eat
perifusion, se ha demostrado que un aumento citosde este nucleétido nicotinico
disminuye la gluconeogénesis y activa la glucolsediante una activacion alostérica
de la enzima piruvato quinasggevin y cols., 2001) Sin embargo, nosotros no hemos
podido cuantificar los nucleétidos nicotinicos g datos de los que disponemos no nos
ofrecen ninguna informacion concluyente a esteesp Esta posible accion directa de
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las glitazonas la investigaremos en el futuro cameaa fundamental en la integracion
del efecto directo metabdlico y mitocondrial deghitazona y rosiglitazona.

En definitiva, nuestros resultados demuestran piongoa vez la existencia de
efectos metabdlicoaGUDOS Y DIRECTOS de la pioglitazona en hepatocitos en
perifusion, no mediados por activacion de los remes PPARy inhibiendo la
gluconeogénesis y activando la glucolisis, prinlongamte. Estas acciones descritas en
este trabajo contribuyen a esclarecer el mecanisraxrcion completo del antidiabético
oral pioglitazona y contribuyen en la sensibilifacdel higado a la insulina. Al igual
que sucede en el musculo esquelético (junto caejidb adiposo y el higado son los
organos sensibles a la accién de la insulina iragbs en la DM2), la accion
sensibilizadora de la insulina se asocia con uneatmnmoderado de la glucdlisis y del
contenido en glucégenQrettaz y cols., 1980)
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Los resultados de la investigacion inicial que dieos a cabo centrada en la los
efectos metabolicos directos de las dos glitazdpasglitazona y rosiglitazona) en
hepatocitos de rata en perifusion, nos hicierors@eque también la respiracion celular
podria estar afectada de manera directa por estsrttidiabéticos. Ademas, nuestra
idea principal en este sentido es investigar si BIOROSI ejercen acciones
mitocondriales directas a nivel hepatico que paodri@ntribuir a sus efectos
antidiabéticos.

Por este motivo decidimos investigar, en primeratug respiracion en hepatocitos y su
influencia por las glitazonas, a la luz de lo oltendecidimos abrir una nueva linea de
investigacion que abarcase la mayor parte posibldod parametros de fancion
mitocondrial y que nosotros pudiésemos determinabase a nuestras posibilidades
técnicas: respiracion en mitocondrias aisladaslingiento de la fosforilacion oxidativa,
produccion de radicales libres y actividad de losglejos respiratorios. Ademas, el
hecho de que varios autores hubiesen descrito reimitocondriales directas del
grupo de farmacos de la clase glitazonas (trogiitaz ciglitazona y nuestras dos
glitazonas de estudio) nos reafirmaron aun masaenedlizacion de este estudio
mitocondrial. Nos animé aun mas el hecho de queguei los resultados preliminares
mitocondriales que obtuvimos y los publicados arary prometedores y abrian un
nuevo campo de accion en la terapia de las glitggogxistian escasas publicaciones a
este respecto a nivel hepatico.

Es necesario sefialar que muchos de los efectostadirenitocondriales de las
glitazonas que habian sido demostrados por otrtosesuapuntaban hacia un deterioro
mitocondrial, por ejemplo:

- En hepatocitos humanos y de rata, las glitazonasaban una
disfuncion mitocondrial por un aumento en su pebitielad en un rango
de potencia de troglitazona > pioglitazona > ratsigbna(Haskin y cols.,
2001).

- En lineas celulares de hepatocarcinoma, trogli@a£2s-100 M)
en tan solo minutos disminuia el potencial eléattimnsmembranario
(Avy), con el consiguiente aumento en la produccioaspecies reactivas
de oxigeno (ROS) que lleva asociado este fenornmaney cols., 2000)

- Sobre astrocitos, ciglitazona aumentaba en muy pieocgpo la
liberacion de ROS mitocondrigberez-Ortiz y cols., 2004) Este mismo
efecto pro-activador de la formacion de ROS mitdei@h lo observaron
otros autores al trabajar con troglitazona y ptagbna sobre células de
astrocitomgFeinstein y cols., 2005)

~ 196 ~



Discusion: resultados mitocondriales

Ademas, hay que subrayar que los efectos mitocedra largo plazo asociados
al uso de las glitazonas se han demostrado y dotadween diversos tipos celulares,
aungue los estudios en el higado han sido muy @scAseste respecto, en un estudio
realizado con ratones diabéticos tratados con RO&igo plazo se demostré que existe
una alteracion en las mitocondrias de tejido adipogisculo e higado. Sin embargo, el
tratamiento con rosiglitazona solamente modificQuabs de los parametros de
actividad mitocondrial (subunidadesy B de la ATP-asa, complejos Il y 1ll) en
adipocitos y no en higado y muscuytthoo y cols., 2006) Estos datos nos hacen pensar
que es probable que, a nivel hepatico, las gliaza@ctien a nivel de la mitocondria
Gnicamente mediante mecanismos directos e indep@rdi de la activacion de los
receptores PPAR- También a largo plazo sobre lineas celularesedeomas humanas,
se ha comprobado que pioglitazona (a concentraxiorieromolares) reduce el estrés
oxidativo y aumenta el contenido del ADN y la bingsis mitocondriaiGhosh y cols.,
2007) Estos datos hacen muy atractivo el uso de paxgiita en el tratamiento de
mitocondriopatias.

El hecho de que las glitazonas estimulen la pradncde ROS en otros tipos
celulares diferentes de nuestro modelo de mitocandisladas a partir de higados de
ratas Wistar, puede resultar incluso beneficiosoekeraso de células cancerigenas
(hepatocarcinoma). A través del aumento en la m@dn de ROS se puede dirigir el
efecto de las glitazonas hacia el dafio y la prograauerte de estas células cancerosas
y dafiinas, sumandose este hecho a las numerosi@sn@eas que existen para proponer
una investigacion méas profunda del papel de lagzgihas en la terapia contra el cancer
(Knapp y cols., 2006)

Curiosamente, la mayor parte de los efectos mitrtales que se han obtenido
con troglitazona son perjudiciales para la funaiditocondrial. Por ejemplo, el equipo
de Haskin demostrd que troglitazona era la glitazgme aumentaba en mayor grado la
produccion de ROS en mitocondrias hepéaticas. Esteoedafino de troglitozona sobre
las mitocondrias recientemente se esta postulandw da causa principal del dafio
hepatico de origen desconocido que produce su ugoeyprovocO su retirada del
mercado en el afio 2000. En este sentido, el pom@dsicion mitocondrial (PTP) ejerce
un papel muy importante en el mantenimiento datiegridad mitocondriay celular y
el desencadenamiento de la muerte celular por agisptSe ha demostrado que
troglitazona y ciglitazona, pero ni PIO ni ROSIducen la apertura de este poro
contribuyendo asi a la hepatotoxicidad inducida Ipotroglitazona(Masubuchi y cols.,
2006; Yokoi, 2010) Estos datos obtenidos con hepatocitos de raténcuerdan
absolutamente con el efecto practicamente nulo gerdmente inhibitorio que
encontramos nosotros al medir la apertura de estegm mitocondrias y en hepatocitos
permeabilizados de rata. La ligera inhibicién pardccion de PIO y ROSI que
encontramos, por lo tanto, constituye otra pruelds del efecto tan beneficioso que
poseen ambos farmacos sobre la funciébn mitocongrialrven como una posible
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explicacion del por qué su uso no provoca hepattagc como ocurre en el caso de
troglitazona.

La busqueda bibliografica que realizamos y la dérao®n clara de que, tanto
pioglitazona como rosiglitazona, disminuyen la ¢g&la ATP/ADP mitocondrial con
DHA, fructosa y glicerol como sustratos, nos indujecon alin mas si cabe a explorar
la accion directa a nivel mitocondrial de estos alutsdiabéticos. Cuando determinamos
la respiracion en hepatocitos intactos tras uneebirecubacion de 30 min en presencia
de pioglitazona, comprobamos que el antidiabétitibio la respiracion en su estado
basal y también en presencia del desacoplador omdoial dinitrofenol (DNP)figura
24, resultados metabolicos) Como pioglitazona no ejercio ningun efecto sigaiivo en
presencia de oligomicina, pero si que inhibié lspmacion en presencia del DNP,
descartamos la intervencion de la ATP-sintasa ylpdanto, reducimos el radio de
accion de las glitazonas a algun complejo respicatanterior al complejo V. Esta
misma inhibicion de la respiracion localizada eguial complejo anterior a la ATP-asa
la obtuvimos al utilizar mitocondrias aisladas. Aeh mitocondrial, PIO y ROSI,
activaron el estado 4 e inhibieron el estado 3f¢fdante en presencia de ADP) con
glutamato/malato (GM) o succinato/malato mas ratan(&M), como sustratdgfecto
de pioglitazona y rosiglitazona sobre la respiracid mitocondrial, punto 1 de resultados
mitocondriales). Aunque ningun autor antes de nosotros habiardigtaedo la respiracion
en hepatocitos intactos, si que varios investigegglban determinado el efecto de las
glitazonas sobre la respiracion de mitocondriak@és de musculo e higado, tanto a
largo como a corto plazo. La medida de la respira@n hepatocitos intactos, que
nosotros realizamos en un primer momento, es umkdaeénucho mas fisioldgica que
la realizada sobre mitocondrias pero tiene el imearente de que a partir de ella es
muy dificil deducir a qué nivel actian las glitaasnVolviendo a lo observado por
otros autores, gran parte concuerda con lo quenogsabtuvimos. La investigacion que
llevaron a cabo Brunmair y su equifBunmair y cols., 2004)fue bastante parecida a la
nuestra:

- este equipo de investigacion utilizé mitocondriasladas de musculo

esquelético e higado y midi6é su respiracién (cormsdenoxigeno) en presencia de

los dos mismos sustratos que los empleados potroegG&M y SM) y de varias
glitazonas en un corto periodo de tiempo. En mitddas hepaticas, al igual que
nosotros, encontraron una inhibicion del estadesBiratorio. Pero en este caso la
inhibicion fue mas patente en presencia de GM, trd@emue fue practicamente

nula con SM. Ademés con GM, solamente observarerPd0 inhibia el estado 3

a la mayor concentracion utilizada de 100 uM, nmantjue nosotros obtuvimos

una inhibicion muy clara del estado 3 a partiraledncentracion mas baja de las

glitazonas: 10 pM. Otra diferencia del estudio danBhair respecto al nuestro,
consistié en que la activacion del estado 4 quetrms obtuvimos con los dos
sustratos no la reprodujeron los experimentos deipe de Brunmair, ellos
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solamente encontraron esta activacion del estadon gresencia de SM y a la
concentracion mas alta de ROSI y PIO, de 100 uM .

- La activacion del estado 4 demostrada en nuestiadies ademas de no
corresponderse del todo con el trabajo de Brunrtaimpoco coincide con otros
trabajos en los que se demostré que varias glitazoentre ellas ciglitazona,
troglitazona, darglitazona, rosiglitazona y picgiona, inhiben los estados
respiratorios 3 y 4 en tan solo 20 minu@sdanaciva y cols., 2007)

Las diferencias que existen respecto al efectactdirde las glitazonas sobre el
estado 4 de la respiracion entre las diferentessiigaciones, se pueden explicar debido
a la diferente metodologia empleada por nosotrizs ptros grupos de investigacion.
Brunmair y su equipo, al igual que nosotros, emplean electrodo de Clark, mientras
que Nadaciva y su equipo monitorizaron el consumoxdgeno mitocondrial mediante
espectroflourimetria, una técnica mucho menos Ifigioa que la empleada por
Brunmair y nosotros.

Ademas, nosotros investigamos la respiracion mitddal, en presencia de estas
dos glitazonas, en mas condiciones experimentales lgs anteriores grupos de
investigacion. Asi demostramos que, tanto PIO cd@Sl, inhiben la respiracion
exacerbada por el uso de un desacoplador mitoan@NP) y que PIO ejerce una
ligera inhibicion sobre el complejo IV. Lo que noglica que el efecto de las dos
glitazonas se localiza, principalmente, a nivelodecomplejos | y Ill.

Como ya expusimos en la introduccion de este twalejdisfuncion mitocondrial
es un parametro intrinseco a la diabetes tipo B.l&s mitocondrias de ratas Gotokazi,
modelo animal de este tipo de diabetes, presemas tasas respiratorias muy elevadas
(Rolo y cols., 2006)La estimulacion de la respiracion que apareda drabetes, junto con
su hiperglucemia caracteristica, provocan una magyoduccion y liberacién de
especies reactivas de oxigeno desde las mitocsndnenlee, 2001; Leverve, 2003)l0S
cuales imposibilitan la accion de la insulina ejidte periférico y participan en el
desarrollo de la insulino-resistengiashan y cols., 2009)El hecho de que PIO y ROSI
inhiban la liberacion de #, mitocondrial en cuanto las afladimos al medio ddisis,
es decir de manera directa e independiente de BPAR{a primera demostracion de
una inhibicién a corto plazo que ejercen estaazgitas sobre la produccion de ROS en
mitocondrias hepaticas. Esta inhibicion directdaderoduccion de ROS en el higado se
suma a los muchos estudios que han demostradoaqueejbria en los parametros
inflamatorios y el estrés oxidativo, asociados asrddas complicaciones vasculares de
la diabetes, se debe a una disminucion en la peatiude ROS por parte de las células
endotelialegMcGuire e Inzucchi, 2008; Nissen y cols., 2008ES muy importante resaltar que
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la mayor parte de los efectos de las glitazonasestds células endoteliales es
independiente de la activacion de PPAReolotto y cols., 2008)

El estudio del efecto directo de pioglitazona yigilitezona sobre la respiracion y
sobre la produccion de ROS mitocondrial, nos idshcalaramente que su accion
mitocondrial se localiza principalmente sobre emptejo |1 y Ill de la cadena
respiratoria. Nosotros investigamos la actividaegst®s dos complejos y le sumamos la
del complejo II, del cual, aunque intuiamos porstes resultados que no estaba
implicado en las acciones directas de estas glitezogracias a su estudio podiamos
confirmar nuestra hipotesis. La inhibicion de l|aivadad del complejo | por las
glitazonas(al igual que hace la metformipaconcuerda con lo obtenido por otros
autores, pero como ocurri6 con la respiracion, mosoa diferencia de otras
investigaciones observamos una disminucion en taided de este complejo a
concentraciones muy bajas de los farma@snmair y cols., 2004; Nadanaciva y cols.,
2007) Por el contrario, nosotros hemos sido los prisem proponer y llevar a cabo el
analisis del efecto directo de las glitazonas sabreomplejo Il y Ill. Gracias a los
resultados que obtuvimos: inhibicidn clara y sigaifiva de la actividad del complejo
[y no modificacion de la actividad del compldjp confirmamos y reafirmamos los
resultados obtenidos anteriormente en la oxigsaldamedida de ROS.

Podemos proponer, por tanto, como adelantamos,aqtes pioglitazona y
rosiglitazona inhiben la respiracion mitocondrialed mismo sentido que lo hacen otros
medicamentos antidiabéticos, como la metforminaemas dicha inhibicion es
coherente con su accion antioxidante, ya que ldicitn de la respiracion a nivel de
los distintos complejos de la cadena respiratoc@raa una menor produccion de
radicales libres en la mitocond(iaverve, 2003) La metformina (el antidiabético oral de
primera eleccion, perteneciente a la clase biganithibe la respiracion mitocondrial
en presencia de GM, pero no de SM, como es eldasdO y ROSI. Se ha demostrado
que la metformina inhibe la respiracion en hepéscintactos por una inhibicion
localizada a nivel del complejo (EI-Mir y cols., 2000) y que la inhibicion del “flujo
reverso de electrones” a nivel de este complejla eausa de la disminucion de ROS
que produce este antidiabétiaatandier y cols., 2006) El paralelismo que existe en la
accion mitocondrial “in vitro” entre nuestras ddgagonas sometidas a estudio y la
metformina, nos inducen a pensar que la restauracida actividad del complejo | que
producen ambos tipos de antidiabéticos contribuftertemente en sus acciones
antidiabéticas terapéuticas. Hay que tener en ayen embargo, que se trata de
antidiabéticos con estructura y naturaleza distinta

las glitazonas son de naturaleza lipofilica y semadan preferentemente en la
membrana mitocondrial, mientras que la metformihasea una molécula cargada
positivamente ejerce su accion de forma indireghaesla mitocondria y necesita que la
célula estéintacta” para poder ejercer su efecto indirecto, ya quedabacion de
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mitocondrias aisladas con metformina no tuvo ningfetto sobre la respiracidal-
Mir, 2000).

Aunque no se disponen de datos de concentracidmsd@rmacos en fracciones
celulares, es muy probable que el progresivo acurdellas glitazonas alrededor del
complejo | las convierta en un gran inhibidor derdapiracion(Brunmair y cols., 2001;
Furnsinn y cols., 2000) Es importante resaltaragumiendo que no se puede siempre
extrapolar los resultados “in vitro” a una situaaid “in vivo”), que este efecto
inhibitorio directo de la funcion mitocondrial @pido “in vitro”, podria ser mas
beneficioso cuando se prolongue el tratamientoestes dos glitazonas “in vivo”.

En consonancia con la ralentizacion de la funaitocondrial que producen PIO
y ROSI a corto plazo, esta el hecho de que no hayaencontrado ningun efecto
significativo sobre la eficacia de la fosforilacioridativa (ATP/Q). Estos datos nos
llevan a pensar que ninguna de las dos glitazofexgaalos fendbmenos deak y
slipping, fendmenos que disipan energia y provocan unadaede| acoplamiento entre
la oxidoreduccion y la fosforilacion del ADP pamrhar ATP(Murphy and Brand, 1987,
1988; Brand, 1990, 1994)

Se ha identificado una proteina mitocondrial dedmnia la pioglitazona,
denominada “mitoneet”, que se expresa en cereligadb, musculo y adipocitos de
roedoregColca y cols., 2004)La existencia de esteeceptor” mitocondrial puede servir
como posible explicacion de las acciones direcias daras que hemos observado,
realizando asi las glitazonas sus efectos mitocaedrindependientemente de los
receptores PPAR; a través de su union con estas proteinas mitoiedesl
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Conclusiones

1. En hepatocitos de rata perifundidos con dihidroet@na, fructosa, glicerol y lactato
mas piruvato como sustratos, pioglitazona y rdsigina ejercen acciones
antidiabéticas directas e independientes de lavamifin de los receptores PPAR
inhibiendo la gluconeogénesis y activando la glisl
Sur les hépatocytes du rat périfuses avec du dixy@icétone, du fructose, du glycérol
et du lactate plus pyruvate comme substrats, Iglppgzone et la rosiglitazone exercent
directement des actions anti-diabétiques indépendhm I'activation des récepteur
PPARYy, en inhibant la néoglucogenése et en actlaagitcolyse.

2. En hepatocitos de rata perifundidos, pioglitazgmasiglitazona ejercen esta accion
directa antidiabética inhibiendo la liberacion @eglucosa a partir de la glucosa 6-
fosfato.
Sur les hépatocytes du rat périfuses, la piogliz@t la rosiglitazone exercent
directement cette action antidiabétique en inhidantbération du glucose a partir du
glucose-6-phosphate.

3. En hepatocitos de rata perifundidos con dihidred@na, pioglitazona y
rosiglitazona antagonizan los efectos pro-diabsétidel glucagdén disminuyendo la
activacion de la hidrdlisis de la glucosa 6-fosfato
Sur les hépatocytes du rat périfuses avec du dixydicétone, la pioglitazone et la
rosiglitazone compensent les effets pro-diabétiqdes glucagon en diminuant
I"activation de I"hydrolyse du glucose-6-phosphate

4. Todos los efectos inhibidores de pioglitazona ysigidtazona sobre la
gluconeogénesis y su activacion estimulada porlwagon, son mediados por una
accion inhibidora directa de las dos glitazonasresdd enzima gluconeogénica mas
importante: la glucosa 6-fosfatasa.
Tous les effets inhibiteurs de la pioglitazone et bh rosiglitazone sur la
néoglucogenése et son activation stimulée pardeagjon, sont médiés par une action
inhibitrice directe des deux glitazones sur l'engyha plus importante de la
néoglucogeneése: la glucose-6-phosphatase.

5. En hepatocitos de rata perifundidos con dihidmetdana, pioglitazona y
rosiglitazona activan la degradacion de la gluclisarada desde el glucogeno por
glucogenolisis hasta la formacion de lactato masvpio.
Sur les hépatocytes du rat perifusés avec du dixy@dicétone, la pioglitazone et la
rosiglitazone activent la dégradation du glucoskété a partir du glycogene par
glycogénolyse a la formation de lactate plus pytava

6. Todos los efectos activadores de pioglitazona jglitezona sobre la glucolisis y
sobre la degradacion de la glucosa liberada etutagenolisis, son mediados por una
accion directa de las dos glitazonas sobre la engiocolitica mas importante: piruvato
quinasa.
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Conclusiones

Tous les effets activateurs de la pioglitazoneeefadosiglitazone sur la glycolyse et la
dégradation du glucose libéré par la glycogénolgeat médiés par une action directe
des deux glitazones sur I'enzyme la plus importdatia glycolyse: la pyruvate kinase.

7. En los hepatocitos intactos, pioglitazona y ratsigbna inhiben la respiracion celular
de manera dosis-dependiente. Esta inhibicion se dealn efecto localizado antes del
complejo V de la cadena respiratoria.
Sur les hépatocytes intacts, la pioglitazone etdsiglitazone inhibent la respiration
cellulaire de une maniére dose-dépendante. Cetiibition est due a un effet localisé
avant le complexe V de la chaine respiratoire.

8. Pioglitazona vy rosiglitazona inhiben la respiracEn mitocondrias aisladas. Dicha
inhibicion se localiza sobre los complejos | ydd la cadena respiratoria.
La pioglitazone et la rosiglitazone inhibent la p@ation en mitochondries isolées.
Cette inhibition est située sur le complexe | etldl la chaine respiratoire.

9. En mitocondrias aisladas, ni pioglitazona ni risigona modifican
significativamente la eficacia de la fosforilacioxidativa con ninguno de los sustratos
ensayados.

En mitochondries isolées, ni la pioglitazone, ni I@siglitazone modifient

significativament le rendement de I'oxydation phasglante en présence de aucun des
substrats testeés.

10. En hepatocitos permeabilizados y mitocondrias @#&sa pioglitazona vy
rosiglitazona no modifican significativamente laedgpra del poro de transicion
mitocondrial, con una ligera tendencia a su inldnic

Sur les hépatocytes perméabilisés et les mitoclemdsolées, la pioglitazone et la

rosiglitazone ne modifient pas significativememuverture du pore de transition
mitochondrial, avec une légére tendance a l'iniobit

11. Pioglitazona y rosiglitazona muestran efectos ocaidantes muy claros en
mitocondrias aisladas de higado, inhibiendo la pecotn de especias reactivas de
oxigeno a nivel mitocondrial.
La pioglitazone et la rosiglitazone montrent trdairs effets antioxydants sur les
mitochondries isolées du foie, en diminuant la piibn d'espéces réactives de
I'oxygene au niveau mitochondrial.

~ 204 ~



VSO DE IA TECNiCA DF PERiFVSION DE CELVIAS NEPATICAS DE RATA EN IA
INVESTIGACION DF IAS ACCIONES METABOLICAS Y MiTOCONDR iALES DiR FCTAS
DE DOS TIAZOLINDIONAS, PiOGLITAZONA Y R OSiGLiTAZONA

M2 de las Nieves Sanz Garcia

RESVMEN DOCTORADO
FVROPFO ~
RESVME DOCTORAT
FVR OPEEN



Résumé Doctorat Européen-Introduction

OBJECTIF

La pioglitazone (PIO) et la rosiglitazone (ROSBud agents antidiabétiques oraux, qui
appartiennent a la classe antidiabétique des giiex ou thiazolidinediones (TZDs),
sont largement utilisés dans le traitement du délke type 2 (DM2). Les deux
medicaments exercent ses effets antidiabétiquescipalement en diminuant la
résistance a l'insuline dans le muscle et le tadipeux et, secondairement, par la
inhibition de la néoglucogenése hépatique. Cessedfdong terme hypoglycémiants des
PIO et ROSI sont produits par l'activation sélextides récepteurs peroxisome
proliferator-activated-gamma (PPARgamma), qui spriexent sourtout dans le tissu
adipeux. Toutefois, il est aussi connu que les TdDrraient réaliser certains de leurs
effets antidiabétiques dans le foie et le muscle habituellement les récepteurs
PPARgamma ne sont pas trés abondantes. A ce ibajeité récemment démontré que
les TZD ont la capacité d'exercer des effets dire@tpides et aigués dans ces types
cellulaires indépendant de I'activation PPARgamPréacisément dans le foie, la plupart
de ces effets ont été obtenus en utilisant lestbepi@s en culture et le foie en
perfusion.

L"étude de ces effets indépendants de I"activatlea PPAR-gamma devient trés
important dans la comprehénsion du mécanisme diadis glitazones et constituent
I"objective essentiel de ma thése doctoral. Spéongunt nous avons centré sur |"étude
de ces effect directs métaboliques et mitochoresidans le foie, principal organe qui
contrdle tout le métabolisme corporel.
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INTRODUCTION

1. Le role du foie dans le métabolisme

Le foie est un organe crucial dans I'homéostasergaique. Il est responsable de la
majorité (85%) de la production endogene de glucpse néoglucogenése et
glycogénolyse. Le rein réalise les 15% restant péoglucogenése. Les voies
métaboliqgues y sont trés fortement régulées parcdaple hormonal d’action
antagoniste: insuline et glucagon. L’insuline aetila glycolyse et inhibe Ig-
oxydation, le glucagon favorise la néoglucogenksglycogénolyse et I'oxydation des
lipides.

L’insulino-résistance du foie a été mise en évidede longue date chez les sujets
diabétigues de type 2 par des méthodes de clanglgcémiques hyperinsuliniques.
Ces travaux ont démontré que la production endodgergtucose est moins inhibée par
I'insuline chez les sujets diabétiques et leursceledants par rapports a des sujets
témoins. L’insulinorésistance hépatique est trasefoent associée a une répartition
viscérale abdominale des graisses chez 'homme.gst, comme au niveau musculaire,
corrélée a I'accumulation intra-hépatocytaire degycérides. Une stéatose hépatique
est d'ailleurs retrouvée de fagcon quasi-constahez des sujets diabétiques de type 2.
Chez 50% d’entre eux, I'atteinte hépatique de Uilmo-résistance se complique d’'une
inflammation et d’'une fibrose qui caractérisentvdiition cirrhotique du foie. Cette
atteinte devient fréquemment un indicateur de lzesgité d’une une cause de plus en
plus fréquente d’indication de transplantation hiép&. Le mécanisme initial qui
génere linsulino-résistance hépatique est I'acdatian intra-cellulaire d’acylCoA,
soit uneB-oxydation lipidique inadaptée par rapport a larqis@ d’acylCoA disponible.
Cette observation met en avant le role potentiel la@lemitochondrie dans le
développement de l'insulino-résistance hépatique.

2. Le réle de la mitochondrie dans l'insulino-résignce

Le contenu en ATP et Pi des foies de sujets diabési de type 2 est environ 25% plus
bas par rapport aux de groupes contréles. Le conan ATP et Pi du foie est
négativement corrélé a la production endogene weoge en présence d’insuline: plus
l'insulino-résistance hépatique est importantesp&icontenu en ATP et Pi du foie est
bas, conduisant a une possible altération d’'unéhége mitochondriale d’ATP altérée
au cours de linsulinorésistance hépatique. L’higpee physiopathologique qui se
dégage de l'ensemble est que [linsulino-résistahépatique est secondaire a
'accumulation intracellulaire d’acyl-coA en raisod’un déséquilibre entre Ila
disponibilité des acides gras libres comme sulssteditla demande en ATP. Cette
situation génere un fort apport d’équivalents réedeit donc d’électrons a la chaine
respiratoire mitochondriale. Il en résulte une atén de la force proton-motrice qui
s’accompagne d'une augmentation de la productiomadeaux libres oxygéenés ou
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nitrés. Ces radicaux libres vont a leur tour aggrdVnsulino-résistance en altérant les
mitochondries (péroxydation lipidique, |ésions ‘@dIN).

3. Le diabete de type 2 ou diabete non insulino-dépdant (DNID)

Le diabéte de type 2 représente la forme la plpandue de diabéte, tant dans les pays
développés que dans ceux en voie de développelhniche les deux sexes, avec une
discréte majorité masculine et concerne principalgndes individus agés de plus de 50
ans. Il est toutefois en progression chez dessspjas jeunes (entre 30 et 50 ans) et est
méme en train d’apparaitre comme une complicatigguente de I'obésité chez
I'enfant. Il constitue donc un probleme majeur daté publique. Il représente aussi la
premiére cause d’insuffisance rénale dans toupdgs occidentaux, un quart a un tiers
des causes d’infarctus du myocarde (chez 'lhomnecbexs la femme), la premiére cause
d’artériopathie des membres inférieurs et est efifine des causes majeures des
accidents vasculaires cérébraux et des rétinopatifensi, ce diabete longtemps
qualifié de “petit diabete” est en réalité un retible et “silencieux” pourvoyeur de
complications. Par ailleurs, il est utile de notere le terme “diabéte non insulino-
dépendant” a été abandonné pour diabéte de ty@e, 226 moment du diagnostic et
pendant au moins une décennie, I'insulinothérapestmas strictement nécessaire au
traitement.

3.1Physiopathologie

Le diabéete de type 2 est caractérisé par deux tgpesomalies: l'altération de
I'insulinosécrétion et l'insulinorésistance.

- Les alterations de la sécrétion d’insuline sont progressive et évoluent
parallelement avec la progression du diabéte. listexune diminution
quantitative mais aussi qualitative, avec une kaiistaux de I'insuline active
au profit de la proinsuline. Par ailleurs, la dymgue de sécrétion est modifieée
avec la disparition de la premiére phase d’inssgktoétion normalement
observée lors de la perfusion de glucose et lae mhrtcaractére pulsatile de la
sécrétion. Ce défaut de sécrétion est lieé a unevaisel reconnaissance du
glucose comme signal direct et comme agent potsatieur de
I'insulinosécrétion par les cellulgs-du pancréas. Ce défaut sécrétoire de la
cellule bétapancréatique est génétiquement détérmmais aussi aggraveé par les
troubles métaboliqgues imputables au diabete (hyyefmie et hyperlipémie).
On évoque méme I'hypothése d’'une apoptose indatdgglucotoxicité et la
lipotoxicité.

- L’insulinorésistance ou défaut de l'action de I'insulinen périphérie, est la
deuxieme anomalie observée dans le diabéte. Eliecasstante chez le
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diabétique, indépendamment du statut pondéral dienpaElle se traduit au

niveau hépatique par une augmentation de la praiude glucose et au niveau
musculaire, par une diminution de [lutilisation dglucose en période

postprandiale. Les mécanismes cellulaires de lingtésistance peuvent se
situer a différents niveaux: anomalie de liaisonl'desuline a son récepteur,

anomalies de la transduction du signal insulinigaeomalies des systemes
effecteurs (transporteurs du glucose, métabolisitnadellulaire du glucose).

L’hyperglycémie contribue a linstallation d'un oé vicieux. C’est le concept de
glucotoxicité. L’hyperglycémie accroit I'insulin®istance qui elle-méme majore le
déficit insulinosécrétoire. Il y a donc une aggtavaprogressive de la maladie.

3.2.Traitement

Le but principal du traitement du diabéete est denteair la glycémie dans la plage des
valeurs normales: 70-105 mg/dl. Le maintien d'uidpsante, le régime alimentaire et
I'exercice sont tous des éléments essentiels dentrent, mais le plus important d’entre
eux reste l'aspect nutritionnel. Dans d'autres leatgime alimentaire et I'exercice ne
suffisent pas a eux seuls; la prise de médicaméetsent alors nécessaire pour
maintenir valeurs normals de glycémie. Si les madents oraux ne permette plus de
maitriser la glycémie, on peux alors prescrire dgsctions d'insuline. Parmi les
meédications orales disponibles pour contrecarratiddéte (également appelés hypo-
glycémiants oraux), on retrouve:

Les sulfonylurées: Cette classe de médicaments comprend le tolbutamiel
chlorpropamide, le glyburide, le glimépiride et déiclazide. lls sont couramment
prescrits pour traiter le diabete de type 2 eagssent en stimulant la libération d'une
plus grande quantité de I'insuline stockée dapsateréas.

Les méglitinides: Ces médicaments incluent le répaglinide et le ghiaide. Ces
produits aussi stimulent la production d'insulingr pe pancréas, mais d'une autre
maniere que les sulfonylurées. Les méglitinidesssagit plus rapidement que les
sulfonylurées et ils sont également éliminés paymdement par I'organisme.

Les biguanides:Le principal effet de ces produits, dont la metfore fait partie, est de
réduire la quantité de glucose produite dans le.fGies médicaments aident aussi a
rendre les cellules de I'organisme plus sensihlgstiets de l'insuline.

L'acarbose: Ce médicament ralentit la dégradation des gluqidedes voies digestives
et prolonge leur temps d'absorption aprés le regasiui aide a prévenir les “pics” de
glucose sanguin. Pour étre efficace, le médicardeiit étre pris durant ou apres le
repas.
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Les thiazolidinédiones:Ces médicaments, incluant la pioglitazone et fgfibazone,
agissent en augmentant la sensibilité des celllledssue adipeaux, du muscle et du
foie.

Vu de I'expansion mondiale du diabéte de type Paetroissement de la morbidité et
mortalité liée a cette maladie, une prise en chadgmuate est devenue une priorité de
santé. Plusieurs études ont pu démontrer qu’'utetnaint efficace (HbAlc <7%) peut
réduire les complications microvasculaires, tefjes la rétinopathie et néphropathie.

4. MECANISME D’ACTION DES GLITAZONES

Les glitazones (ou thiazolidinediones) sont deanlits pharmacologiques de récepteurs
nucléaires PPAR (peroxysome proliferator activaisskptor), sous-famille de la super-
famille des récepteurs hormonaux nucléaires. Cesptéurs sont des facteurs de
transcription activés par des ligands naturelsimarpacologiques. Les PPARs actifs se
fixent sur des séquences spécifigues d’ADN (PPogysiome proliferator) “response
elements” ou PPREs), en amont des genes de répmmmseagents PP et sont
responsables des effets pléiotropiques des glieszobes récepteurs PPAR activés
forment d’abord un hétérodimere avec le réceptétinaide X (RXR). Ensuite, le
complexe PPAR:RXR s’apparie avec une séquence ddacnucléiques PPRE sur
'ADN nucléaire des tissus-cibles, promoteur d’'upérie de génes de réponse, en
modifiant la transcription, la synthéese d’ARNm etgtotéines ein fine, le phénotype
des cellules. Les récepteurs activés par les gliteg appartiennent a la classe PPAR-
Ces récepteurs, présents en faible quantité danerdbreux tissus (foie, muscles), sont
fortement représentés au niveau du tissu adipeux.

4 .1.Effets sur I'insuline-résistence

La résistance a l'insuline a longtemps été consml&comme marqueur associé a
I'existence de facteurs de risques cardiovascddrkssiques” (hypertension, obésité,
HDL bas) ou “émergents” (inflammation chronique), peédictif du développement
d’un diabete de type 2 chez des sujets a fongtibmitée présentant un phénotype de
syndrome meétabolique. Son rdle additionnel en tpuat facteur prédictif indépendant
du risque cardiovasculaire parait actuellement déréo Selon les criteres de 'OMS
(Organisation Mondiale de la Santé), la démonsinatiinico-biologique de I'existence
d’'un syndrome métabolique permet non seulementéfiaidles sujets diabétiques de
type 2 dans la perspective du risque cardiovageutgdbal, mais devient en elle-méme
une cible thérapeutique, soit en intervenant dér@ent sur la résistance a l'insuline,
soit en modulant les composantes phénotypiques(tension artérielle, dyslipidémie,
état procoagulant) du syndrome.
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Les glitazones sont, avec la metformin, les agphtsmacologiques les plus puissants
spécifiguement destinés a réduire la résistantesaline. L'effet est tripolaire, d’abord
adipocytaire (pro-adipogene et différenciation) spusecondairement musculaire
(amélioration de la captation du glucose par lesayies) et hépatique (réduction de la
production et amélioration de la captation du gh&jo

4.2. Effets sur la cellule beta pancréatique

Le déclin progressif de la fonction sécrétdirest la cause principale d’échappement
thérapeutique du contréle glycémique des sujetbétigues de type 2. Il impose le
recours progressif a des polythérapies orales ét/insulinothérapie. La résistance a
I'insuline est I'un des trois facteurs potentiellemh réversibles, les deux autres étant la
Des études a moyen terme (mois-années) ont mongéstabilisation de la capacité
sécrétoire suite a l'administration thérapeutiqdealiete de type 2) ou préventive
(intolérance glucidique chez des sujets risquariefieent de développer un diabéte de
type 2) de glitazones (par rapport aux autres etagssédicamenteuses), ameéliorant
considérablement ces trois facteurs et plus pdigremment, la résistance a l'insuline et
la lipotoxicité. Ces effets sont potentiellementdiables sur le plan de la préservation
de lintégrité fonctionnelle de la cellufe Des données prospectives a long terme (> 5
ans) sur I'histoire naturelle de la sécrétion imgque dans le diabete de type 2 ne sont
pas encore disponibles, étant donné I'histoire neleudu déclin de la cellulp selon
'TUKPDS et le fait que toute amélioration de I'hygkcémie chronique et de la
lipotoxicité améliore transitoirement la fonctioécsétoire.

4.3. Ses effets métaboliques a long terme

Une premiére molécule appartenant a cette claagendlitazone (Rezulin®), avait été
introduite sur le marché aux Etats-Unis et en Eeyopais elle en fut rapidement retirée
du fait d’'une toxicité hépatique importante. Il gei aujourd’hui deux glitazones au
niveau mondial: la pioglitazone (Actos®) et la gisazone (Avandia®). De
nombreuses études en monothérapie, en bithéragsieciation a la metformine (M) ou
aux sulfamides hypoglycémiants (SU) et glinidestréghérapie: glitazone + M + SU,
enfin a linsuline (association non encore aut@igh France), sont disponibles et
permettent d’obtenir un effet hypoglycémiant haddiement inférieur aux chefs de file
(M et SU) d’environ —0,8 a —1 % d’HbAlc (hémoglobiglyquée). La bithérapie avec
la metformine ou les sulfamides hypoglycémiant$aee les effets de la monothérapie
(-1,5a-2 %).
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4.4. Ses autres effets

En plus de leurs effets sur le contrble glycémidjuiapact est net sur le profil

lipidique: activation du transporteur de I’Apo Eadtaissement des AGL (acides gras
libres) et triglicérides (TG) (VLDL) circulants. &mplitude de I'impact sur le
métabolisme des lipides varie selon les moléculéssettudes. Elle pourrait étre liee a
leur affinité pour les récepteurs PPAR-alpha, d&s<par les fibrates, a une activation
de lipoprotéine lipase (LPL) et a une baisse dmol'@-1ll et de I'apoA-V (baisse de
VLDL TG), plus d’apo A-l et A-ll (principal apoprétnes présentes dans les particules
HDL d’épuration). Il est aujourd’hui établi quepa@glitazone exerce plus d’effets de
cette nature: baisse des TG sanguins, élévatidtDducholestérol, LDL moins petites
et moins denses, donc moins athérogenes. On natenoéns des effets lipidiques de la
rosiglitazone: élévation du cholestérol des HDbatse des AGL.
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PROCEDURES EXPERIMENTALES

1. Techniques pour les manipulations avec des hépat/tes

1.1. Isolement des hépatocyes

Les animaux ont été mis a jeun 24 h avant le débuexpérimentation, avec un acces
ad libitum a la boisson. La préparation a été réalisée deldachnigue d’isolement
décrite par Berry et Friend et modifiée par GroemleCette technique, éliminant les
cellules parenchymateuses, les cellules de Kugffdes cellules vasculaires, permet
d’obtenir une population homogéne d’hépatocyteblgia environ 85%. La quantité de
cellules ainsi obtenue est évaluée par un poid§irslabtenu par la différence mesurée
apres dessication de 50 de suspension cellulaire et du méme volume detisol
ayant servi a la remise en suspension des hépasodyes résultats obtenus a partir
d’hépatocytes seront donc exprimés le plus soyvang de poids sec d’hépatocytes (g
PS ou g dry cells). Selon Berry et Friend, 1 mgadiels sec d’hépatocytes isolés a partir
de foie de rat a jeun contient 465000 cellules.

1.2. Périfusion des hépatocytes

Cette technique décrite par Van der Meer et Tageis modifiee par Groen et al,
permet d’obtenir différents états stationnaires aiéliques. Dans ce systeme, les
cellules recoivent un flux permanent d’'un milieumiifusion avec des concentrations
non saturantes de substrats. Ceci a I'avantageadailter dans des conditions plus
physiologiques, en évitant 'accumulation des pitsdiormés. Le systeme de périfusion
est composé de deux chambres de périfusion de 1Bemmhostatées a 37°C et agitées
ou sont placées les cellules. Elles sont alimentéasnuellement en liquide de Krebs
(solution 1) (vérifier composition dans Material y Métodos: aishmiento de hepatocitos)@a un
débit de 5 ml/min grace a deux pompes péristaligd@e Krebs provenant du réservoir
central est réoxygéné juste avant son entrée dmnshlambres en passant au travers
d’'un systeme appelé “poumon de réoxygénation”, ispasitif thermostaté a 37°C et
alimenté en carbogéne (95%&% CQ). Les cellules sont maintenues dans les
chambres grace a un filtre en cellulose deuiRde porosité placé sur le bouchon des
chambres par lequel s’écoule le périfusat. Quaiitees entrées dans les chambres
permettent de délivrer les différents substrat&ai@d de pousse-seringues. Un puits
d’acces aux chambres permet de déposer les hétetany début de |'expérience et de
réaliser des prélevements cellulaires a tout instags cellules sont maintenues en
suspension dans les chambres a l'aide d'un agitategnétique. Un capteur de
pression placé en amont des chambres de périfpsionet de suivre I'évolution de la
pression de la périfusion. Ce parametre témoigna dventuel colmatage du filtre par
des cellules mortes.
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La manipulation commence aprés 35 minutes de &atiin du systéme, 200 mg
d’hépatocytes sont déposés dans chaque des chadwrpérifusion. La périfusion
commence par 35 minutes de stabilisation sans ratibdEnsuite, les substrats
(dihydroxyacétone-DHA, fructose, glycérol et laetgtyruvate) sont apportés via les
pousse-seringues a des concentrations variablés1®; 0.3; 0.6; 1.2; 2.4; 4.8 mM) et
les molécules sujet d"étude: la pioglitazone eb$aglitazone a concentration de 25 uM;
et son véhicle. Nos drogues sont dissous avec &%eau + 50% DMSO. L'état
stable métabolique (état estacionaire) des cellaisatteint en 15 minutes. A ce
moment, les prélevements de périfusats (3 fois)Sarit réalisés. lls sont placés dans la
glace avant d'étre chauffés pendant 10 minutes°@ @@ur dénaturer les protéines et
centrifugés 10 minutes a 3000 g, puis la déteriminales metabolites extracellulaires
(lactate, glucose et pyruvate).

Aussi, on fait des prélevements des cellules detesichambers vers le puit au fin de
chaque état estacionaire pour I'obtention des cdampants cellulaires ou on determine
les metabolites intracellulaires (DHAP, F6P, G6EPPet 3-PG) et la quantité des
nucléotides adényliques mitochondriales et cytgse (ATP, ADP et AMP).

1.2.1. Fractionemment cellulaire

Las séparations des: 1) compartiments intracektlagxtracellular; 2) compartiments
cytosolique et mitochondrial; ont été réalisée fractionnement cellulaire selon le
protocole décrit par Zuurendonk. La premiére teghai est effectuée par simple
centrifugation a travers d’une couche d'huile tieosie dont la densité ne permet que le
passage de cellules entieres. En revanche, laagpades compartiments cytosolique
et mitochondrial consiste a dégrader spécifiguemanmembrane plasmique des
cellules par la digitonine, puis a centrifuger cksniéres au travers d’'une couche
d’huile de silicone.

1.2.2. Dosage des métabolites extracellulaireseomats dans le périfusat

Les dosages des métabolites (glucose, lactate,vaigu ont été réalisés par les
méthodes enzymatiques décrites par Bergmeyer. Hiégmwsent toutes sur la
transformation du NADH en NAD+ ou inversement. k€actions sont donc suivies par
des variations d’absorbance a 340 nm et les comatemis déduites de la loi de
Lambert-Beer.

Chaque dosage a été réalisé en triplicata poumohdes prélévements. Le dosage est
effectué en mélangeant 500 pl de périfusat a 5@ whilieu réactionnel spécifique du
métabolite a doser. Une premiere lecture d’absasaln 340 nm est réalisée et
correspond au blanc de I'échantillon. Une quartiédhizyme est ajoutée dans la cuve et
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agitée. Apres un temps d’incubation spécifique @qole dosage, une deuxieme lecture
est effectuée. La concentration du métabolite less aalculée a partir de cette variation

d’absorbance en tenant compte de tous les faadewlgution de I'’échantillon.

1.2.3 Dosage des métabolites intracellulaires

Les dosages des principaux intermédiares de lalglye/gluconéogenese sont réalisés,
comme ceux des métabolites extracellulaires présenprécédemment, par
I'intermédiaire de méthodes enzymatiques décritgsBergmeyer et reposant sur la
transformation de NADen NADH ou inversemment. Cette technique est &gligour
doser des concentrations de métabolites tres &ilde elle est capable de détecter la
fluorescence d’une nanomole de NADH, ce qui la emmdron 1000 fois plus sensible
gue la spectrophotométrie. La molécule de NADH ADRH est excitée a la longueur
d’onde de 340 nm et réémet a 460 nm. La quantitdAl@H produite ou consommeée
par la réaction spécifique étudiée correspond \@afation de la hauteur du tracé sur
I"enregistreur avant et aprés de laddition de zlyere. Pour chaque dosage un
étalonnage est realisé avec une quantité connu¢AdEH, doseée préalablement par
spectrophotométrie.

Grace a cette méthodologie, nous pouvons déternaneoncentration intracellulaire
des métabolites:

Glucose-6-phosphate (G6P), fructose-6-phosphate)(rklihydroxyacétone phosphate
(DHAP), phosphoénolpyruvate (PEP) and 3-phosphégate (3-PG)

1.2.4. Quantification des nucléotides adényliguesnsd le milieu
citosoligue et mitochondriale par HPLC

La technique de chromatographie liquide a hauttopeance est utilisée pour le dosage
des nucléotides adényliques (ATP, ADP, AMP). Cdiehnique est a la fois
quantitative et qualitative car les nucléotided @éehantillon sont séparés en fonction de
leur polarité (temps de rétention), puis détectés yn spectrophotometre a 254 nm,
relié & un enregistreur-intégrateur. L’échantillmontenant les nucléotides a doser est
mobilisé au travers d’un milieu adequate ralentisgdus ou moins les molécules en
fonction de leurs caractéristiques physico-chimsque

Phase solide non-polair€olonne (BSD HYPERSIL C18, Thermo Scientific)

Phase mobile liguide polaireampon pyrophosphate de sodium/acide pyrophoaprer
(25 mM) ajusté a un pH de 5.75 par une solutiooréaten pyrophosphate de sodium,
qui est filtré sur une membrane de Ou22.
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1.3. Détermination des activités enzymatiques

1.3.1. Glucose-6-phosphatase

La determination de lactivité de la glucose-6-plhasase (G6Pase) s effectue selon la
méthode développée par Baginski et al., baséeasdétermination colorimétrique du
phosphate inorganique libéré losr de |"hydrolyse GBP par I'enzyme. L activité
maximale de la G6Pase est déterminée sur hépasasgtiés incubés en pots fermés a
37°C en présensin vivo” ou non‘in vitro” des produits a tester. Apres 30 minutes
d’incubation, un échantillon de cellules est prélet homogénéisé. L"homogénat
obtenu est incubé en pots fermés pendant 10 miaud&8C dans un milieu standardisé
contenant 20 mM de G6P et en préséfmsevitro” ou non“in vivo” des produits a
tester. Dans notre case, pour analyser les effeestsl de la pioglitazone et la
rosiglitazone, nous les ajoutons dans la dernierehiation. Le phosphate inorganic est
dosé par spectrophotométrie a 700 nm.

L activité de I'enzyme dans les homogénats d "hégtds est exprimée en nmoles
P,-min*-mg Poids setou protéines

1.3.2. Pyruvate kinase

La détermination de I"activité de la pyruvate kin&st basée sur la transformation du
NADH en NAD' induite par I'adjonction aux extraits cellulairde concentrations
croissantes de phosphoénolpyruvate (PEP): 0.100320.4; 0.5; 0.6; 0.75; 1.25; 1.75;
2.25y 4 mM.

L"activité maximale de I'enzyme est determinée stmusx isoformes:
non purifié:M-PK, qui s"exprime dans les muscles et le cerveau
partiellement purifieeL-PK, principalement dans le foie

La mesure de I'activité de la pyruvate kinase #stwiée en utilisant les échantillons
traités qui provient d’une incubation des hépaexysolés en présense des produits a
tester pendant 30 minutes. La disparition du NADE# suivie par mesure de la
décroissance de la DO a 340 nm pendant 2 minutespression des valeurs par le
rapport de l'activité de la pyruvate kinase a umecentration donnée du PPE (V) et son
activité maximale a une concentration 4 mM du P¥Rgx), permet la normalisation
des résultats.

L activité de |"enzyme est exprimée comme nanomwiigs -mg protéines
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1.4. Oxygraphie (cette technique serai expliquéespén detail ci-dessous)

Les mesures de consommation d oxygene sur hépasopgrméabilisés sont réalisées
apres pré-incubation des cellules intactes (10 Mggmpot fermés en présense ou non
des produits a tester. Aprés 45 minutes, le volenter contenu dans le pot est versé
dans la chambre de I'oxygraphie et la respiratiasabdes hépatocytes est quantifiée.
Apres, I"adittion de I"olygomicine et d’'un découmlg DNP) nous donne |'effet des
glitazones sur la dissipation de I'énergie et sgr domplexes respiratoires qui sont
placés devant le complex V dans la chaine respieatespectivement.

la concentration saturante du oxygeéne dans le unkiebs-C4" & 37 °C est de 1 mM
de Q.

2. Techniques pour les manipulations mitochondriale

2.1. Préparation de mitochondries isolées

Les mitochondries ont été isolées a partir de fdesats avec accesl libitumau repas

et a la boisson selon les procédures décrits gagé&iberg y Slenczka, moyennat une
centrifugation diférentialle. Toute la manipulaticm été realisée a 4°C et les

mitochondries isolées sont conservées dans la glaceles expériences réalisées dans
les heures suivantes (oxygraphie et mesure dedduption d’especes réactives de
'oxygéne, détermination du rendement de I'oxydatghosphorylante, ouverture du

Pore de Transition de Permeabilité) puis congel@es80°C pour les dosages

biochimiques.

2.1.1 Détermination de la concentration protéigitechondriale

La mesure de la concentration protéique de la siggme mitochondriale est effectuée
par la méthode du Biuret. 26 de suspension mitochondriale sont diluées dafs.P0
de cholate de sodium 4 %. Aprés 10 min, les édiamgi additionnés de soude 10 %
(gsp 3 ml) et de 30Ql de sulfate de cuivre 1 % sont incubés pendanmird a
température ambiante a I'abri de la lumiére. Lastéroptique est ensuite lue a 540 nm.
La quantité de protéines contenues dans I'échamtiélst déterminée a l'aide d’'une
courbe d’étalonnage réalisée a l'aide de concémtiatconnues de BSA en solution
dans du tampon d’homogénéisation. L'’ensemble desltats obtenus a partir de
mitochondries isolées est exprimé en mg de praiéipar ml de suspsension
mitochondriale.
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2.2. Oxygraphie

Les mesures de consommation d’oxygene sur mitoctemibolées sont réalisées dans
une chambre d’oxygraphie thermostatée (37°C), feret@gitée, munie d’'une électrode

de Clark. La suspension des mitochondries est img@eedans une solution de KCIl a

demi-saturée et isolées de la cuve de mesure mamambrane en Téflon laissant

diffuser 'oxygéne. Il est donc nécessaire de aéieer la concentration en oxygene du

milieu utilisé. Pour cela, le milieu est oxygénélkicé a la température souhaitée, 37°C
dans nos expérimentations:

la concentration saturante du oxygeéne dans leurii€l (125 mM KCI, 20 mM Trizma
HCI, 1 mM EGTA; pH 7.2) a 37 °C est de 440 natomlO/

A ce milieu de respiration sont ajoutés: les mitoatries (1 & 2 mg.il| selon le
substrat utilis€), 0,1 % de BSA délipidée, 5 mMptiesphate, les substrats respiratoires
en concentrations saturantes, divers inhibiteurs f@action des expérimentations)
permettant d’isoler les différents sites de couplatp la chaine respiratoire. Pour
energiser les mitochondries au niveau du complereus ajoutons du glutamate-Tris 5
mM et du malate-Tris 2,5 mM comme substrats regpies (GM). Pour le complexe
[I, nous ajoutons du succinate-Tris 5mM, du maleds-2,5 mM (SM) et de la roténone
1,25 uM, qui inhibe le complexe | en empéchant le flukograde d’électrons. Les
mitochondries sont énergisées directement au nideaxwmplexe IV grace au TMPD.

Apres addition des substrat&tat 4 de la respiration est mesuré. L’adjonction de 1
mM d’ADP permet d’obtenir la respiration Bétat 3, c'est-adire en condition
phosphorylante.L'état 4 véritable est obtenue aprées addition de 1.2§/ml
d’oligomycine, cette respiration est le reflet deurentrée passive des protons a travers
la membrane interne mitochondriale. L'ajout d’urcaidplant protonophore (DNP, 75
uM) permet d’obtenir une respiration découplée deylthese d’ATP.

2.3. Mesure du rendement de I"oxidation phosphontia

La mesure du rendement de I'oxydation phosphorglast obtenue en établissant le
rapport entre le flux de synthese d’ATP et le filiemxygene consommeé. Nous mesurons
ainsi I'efficacité avec laquelle I'énergie rédoopenant de I'oxydation des substrats est
convertie en énergie permettant la synthese d’AEB.mesures sont réalisées dans une
chambre d’oxygraphie thermostatée a 37 °C, contdaamilieu KCI supplémenté par
les substrats respiratoires et par du Pi-Tris 5 igICl, 1 mM, glucose 20 mM et ATP
125 uM. La respiration est mesurée a l'état 4 puis eke stimulée par I'ajout de
concentrations croissantes en hexokinase (0.2 —n#™) La production d’ATP est
mesurée en présence d'un systeme a flux d’ADP biariale facon indirecte par la
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détermination spectrophométrique de la productiengtlicose-6-phosphate, selon la
méthode décrite par Bergmeyer.

2.4. Mesure de la production d'$0,

La production d’espéces réactives de I'oxygene (RP& les mitochondries a été
estimée par la libération d2@, par les mitochondrie@atandier et al. 2006) Celle-ci est
mesurée par fluorimétrie en utilisant une sonderélacente : '’Amplex Red (10-acetyl-
3,7-dihydroxyphenoxasine). Cette molécule, en m&sale peroxydase de radis noirs
est oxydée par I'kD, en un composé fluorescent: la Résorufirex€itation = 560 nm,
Aémission = 584 nm).

Les mesures ont été effectuées a l'aide d'un spibotrimétre ou les mitochondries
(0.25 mg/ml) sont plongées dans la cuve et agfgéadant 30 secondes avant de lancer
la mesure. La mesure commence par 2 minutes ddisstibn avant injection de
substrat: GM (2,5/1,25 mM), SM (2,5/1,25 mM) o GS[,5/2,5/1,25 mM). La
production est alors mesurée a I'état 4 pendantirfutes, puis en présence de la
roténone (inhibiteur du complexe 1) et enfin d’Anticine A (inhibiteur du complexe
[l). L'estimation de la production d’'$D, est exprimée en pmol dX,/mg protéines
apres étalonnage du systéme.

2.5. Détermination de I"activité des complexes iespires I, Il et Il
Ces mesures ont été effectuées sur des prépardeomstochondries qui avaient subi,
avant les mesures, trois cycles de congélationrfdggdation afin de faciliter I'acces des
substrats aux enzymes membranaires. Les mesures étint réalisées par

spectrophotométrie dans des cuves de 2 ml agitéesrenostatées.

2.5.1. Activité du complex | de la chaine respiirato

Cette mesure est bassée suraxydation du NADH est suivie par la mesure de la
décroissance de la DO a 340 nm pendant 3 minutes, lladdition de 10uM de
roténone permet de soustraire la dérive liee aytlakion du NADH non spécifique a
I'activité du complexe |.

2.5.2. Activité du complex |l de la chaine resmia

Cette mesure détermine I'activité de la succingshgldrogénase en suivant le transfert
d’électrons du succinate vers la décylubiquinoneis de dichloroindophénol. La
réduction de ce composé est suivie par la mesula di&écroissance de la DO a 600 nm
pendant 3 minutes.
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2.5.2. Activité du complex Il de la chaine restoige

L"activité du complex Il est mesurée pendant 5utés avant et apres de |"ajout de son
inhibiteur, I"’Antimycin A, en suivant "'augmentatiale |"absorbance a 550 nm comme
résultat du transfert d’electrons de la décylulnigné completament réduite vers le
cychrome c oxidé.

3. Mesure de la capacité de rétention calcique (CRC

La capacité de rétention calcique (CRC) est estipée la quantité de calcium
nécessaire et suffisante pour provoquer I'ouvertdie Pore de Transition de
Perméabilité (PTP). Cette mesure est effectuéejanaat successivement des doses
fixes de calcium (inducteur puissant de l'ouvertuhe PTP) a une suspension de
mitochondries ou des hepatocytes perméabilisésiausgéclenchement de I'ouverture
du PTP. Celle-ci se matérialise par une libérat@ssive du calcium accumulé par les
mitochondries. Les mouvements calciques sont sail’@de d'un spectrofluorimeétre et
d’'une sonde calcique extra-mitochondriale: le QeiciGreen Xexcitation=506 nm,
Aémission=530 nm). Cette sonde seulement détectquéantité de calcium-extra-
mitochondriale. Lorsque l'ouverture du Pore de $ithon de Perméabilité survient, le
calcium est libéré des mitochondries et la fluorese augmente massivement. La
quantité de calcium utilisée pour observer ce phdEme, exprimée par mg de protéine
mitochondriale, correspond a la CRC.

Les cellules sont perméabilisées grace a l'actienlad digitonine qui casse les
membranes plamatiques en dégredant le cholestérol
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1. EFFETS DIRECTS “IN VITRO” DE LA PIOGLITAZONE ET DE
LA ROSIGLITAZONE SUR LE METABOLISM: ETUDE EN
PERIFUSION DES HEPATOCYTES ISOLES DE RATS TEMOINS

1.1. Effets directs “in vitro” de la pioglitazone et de la rosiglitazone sur le
métabolism du DHA

Pour déterminer les effets des glitazones sur ltalmésme hépatique, nous
avons utilisé un systeme de périfusi@viser procédures expérimentaleset en présense
d’une concentration constante de la PIO et de ISIR@5 uM), on observe une
inhibition significative de la gluconeogené&Sigiucose)(Figure 1A): 2.16 + 0.09 (PIO) et
1.54 = 0.11 (ROSI) vs 3.76 £ 0.06; - 32% et — 5%9@&spectivement, p < 0.001. On
trouve une faible augmentation, mais significatige, flux glycolytique(J.+p) (Figure
1B) en présence des glitazones: + 12 % pour chacunéaiDde ces modifications, le
métabolisme total de DHAJ,G+.+p) (Figure 1C) est légerement diminué: 18.07 = 0.92

(PI1O) et 16.00 £ 0.82 (ROSI) vs 19.15 + 0.32; - @6 16%, respectivement.
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Le métabolisme du DHA est contrélé par la premétepe de phosphorylation du
substrat qui est catalysée por la glycérolquinBs@s nos conditions, I'inhibition de la
gluconéogenese pourrait donc s’expliquer par uet efés glitazones a ce niveau,
entrainant une diminution de la concentration celalaire de DHAP. Cependant,
pour chaque cocentration de DHA perfusé, on a gbsene ligére diminution, non
significative, de I"accumulation intracellulaire @HAP des glitazonegrigure 2A), ce
qui nos permet d’exclure un effet absolute de teguks exclusivement a ce niveau.
L"inhibition de la gluconéogenése et I"activatianld glycolyse par la PIO et la ROSI
peut s"expliquer par un effet majoritaire locabeédela de DHAP. Laigure 2B montre
qgue pour une concentration de DHAP donnée, le fllwconéogenique résultant est
notamment moindre en présence des glitazones, icsigpifie qu'une ou plusieurs
étapes sont inhibées entre cet intermédiaire glulose. De la méme facon, Hagure

2C démontre que l'activation dij.p est localisée sur la partie baisse de la voie
métabolique.
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2. Effets directs “in vitro” de la pioglitazone et de la rosiglitazone sur le
métabolism de la fructose, du glycérol et du lactatplus pyruvate

Les résultats obtenus avec du DHA comme substma, inhibition de la
gluconéogenese et une augmentation du flux glygoét ont été reprouits avec les

autres substrates employés.

CONTROL PIO 25 uM ROSI 25 uM
Fructosedgiycose | 3.31 + 0.12 2.05 + 0.09***| 1.74 + 0.03###
Fructosed, +p 10.88 + 0.37 12.11 £ 0.09** | 12.07 + 0.15##
Fructose-gua | 17.50+0.46 |16.21 +0.20* | 15.55 + 0.15##
GlycérolJyycose | 2.92 £ 0.05 2.07 £ 0.03*** | 2.05 + 0.10###
Glycérol-J +p 0.92 +0.05 1.25 £ 0.04*** | 1.32 + 0.06###
Glycérol-bya | 6.70 £0.15 5.39 £ 0.06*** | 5.43 + 0.18###
L+P-Jgiucose 1.40+£0.10 1.00 £ 0.0** 0.84 + 0.00***

Pour cette reason, dans ce résumé nous seulematreras les représentations
graphiques des métabolites intracellulaires obteawvec a partir du DHA.

Le métabolism du DHA est contrélé par la premiéepé de phosphorylation du
substrat qui est catalysée por la glycérolquinBs@s nos conditions, I'inhibition de la
gluconéogenese pourrait donc s expliquer par uat efés glitazones a ce niveau,
entrainant une diminution de la concentration ceHalaire de DHAP.

2. EFFET DIRECT “IN VITRO"” DE LA PIOGLITAZONE ET DE
LA ROSIGLITAZONE SUR LA GLYCOLYSE HEPATIQUE A
PARTIR DU DHA

La représentation graphique entre les concentatiiendifférents métabolites en
présense de la pioglitazone: 3-PG et PEP et ledlyxolytique ne est pas donné une
explication claire dont la localisation exacte dfetedirect des glitazones sur la voie
glycolitique. Pour cette reason, nous déterminoas quantité des nucléotides
adénilyques (ATP, ADP et AMPjtable 2) dans le compartiment cytosolique et
mitochondriale. Comme on peut vérifier sur la tatitdessous, la glitazone diminue le
rapport ATP/ADP dans les deux milieus. L'ATP estefiector allosteric de la enzyme
pyruvate quinase et sa diminution est traduite cerane activation de celle-ci.
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DHA CYTOSOLIC

ATP| ADP AMP YAN | ATP/ADP
Control 5,81+0,36| 2,88+0,27| 0,52+0,09| 9,21+0,30| 2,92+0,53
PIO25uM | 5,27+0,25| 3,71+0,19| 0,61+0,07| 9,59+0,30| 1,63+0,16
ROSI 25 uM | 5,58+0,30| 2,42+0,17| 0,38+0,05| 8,38+0,29| 2,81+0,25

MITOCHONDRIAL

ATP| ADP AMP YAN | ATP/ADP
Control 1,33+0,20 2,29+0,14| 0,57+0,05 | 4,17+0,29 | 0,62+0,09
PIO25uM 1 0,62+0,07| 3,37+0,2 | 0,42+ 0,03 4,40+ 0,28 0,21+ 0,02
ROSI25uM |1,79+0,13 3,30+ 0,17 0,50+ 0,03 5,49+ 0,19 0,64+ 0,07

Table 2. Effet direct “in vitro” de la pioglitazone et la rosiglitazone sur la quantité
des nucléotides adéniliyques citosoliques et mitoehdriales

Méme si les résultats obtenus avec la rosiglitazooat pas été les prévus, la
rosiglitazone a inhibé ce rapport cytosoloque dbahiondrial avec de la fructose et du
glicerol et elle a diminué les concentration de REFPEP plus activement que la
pioglitazone, ceci est la preuve d une activatietedpyruvate quinase.

Pourtant, I"étape suivante a consisté en |'etudaniétique de piruvate quinase sous
deux isoformes: purifié et partiallement purif@able 3). La pioglitazone et la
rosiglitazone sur I"'enzime purifié, augmentent dpportv/Vmax €n revanche sur la
forme partiallement purifié les deux antidiabétisiue affectent pas ce rapport, mais
elles montent son activité maximale d"'une manigpaftcative.

PYRUVATE QUINASE (PK)

VIV max (0.4 mM PEP

Vmax (4 mM PEP

Non-purified  Partially Non-purified Partially

purified purified

nmol/mimg protein
Control (DHA)  0.34 £0.02 0.26 £ 0.03 230.6 +22.1 372+9
Glucagon 10  0.30+0.02 0.21 £0.02 209.5 £18.8 348 £ 27
M
Pioglitazone 0.46 + 0.02***  0.27 £0.02 210.5+12.8 482,72 +
25 uM 9,22%**
Rosiglitazone 0.42 £0.02* 0.27+£0.03 221.2+22.2 429.92 +
25uM 7,68***

Table 3. Effet direct “in vitro” de la pioglitazone et de la rosiglitazone

sur la cinétique de la piruvate quinase
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3. EFFETS ANTI-GLUCAGON DE LA PIOGLITAZONE ET DE LA
ROSIGLITAZONE SUR LE METABOLISME DU DHA

Pour étudier la putatif effet antagoniste au gharades glitazones, nous avons
comparé |effet de I'hormone sur le métabolismepébocytes périfusés avec du DHA
en présense ou non des drogues. Lorsqu’on évalffiet [propre de I'hormone sur le
métabolism du DHAFigure 3), on observe effectivement une puissante stimulatela
gluconéogenese (+ 98%) et I'addition des glitazooesjointement a |"hormone

entraine une diminituon significative de la glucogenése augmenté par el glucagon (-
25%).

HH#

= DHA

= =DHA + GLUCAGON

~®@—DHA + GLUCAGON + PIO 25:M
= DHA + GLUCAGON + ROSI 25:iM

/'\ /&--—A ———————
2 | . -
@ 6 7,

o I

E 1
g 4]

2 —ah
3

-

0,0 0,8 1,6 2,4 3,2 4,0 4,8
[DHA] (mM)

Figure 3. Effets anti-glucagon de la pioglitazonetale la rosiglitazone
sur le flux gluconéogenique en hépatocytes périfus@vec du DHA

4. EFFET DIRECT “IN VITRO” DE LA PIOGLITAZONE ET DE
LA  ROSIGLITAZONE SUR LA GLUCONEOGENESE
HEPATIQUE A PARTIR DU DHA

L"inhibition de la gluconéogenese par les dewagtines sous étude ne peut donc
s expliquer que par un effet situé sur la partutbale la voie métabolique. L existence
d’une doublé relation entre F6P Jiucose (Figura 4A) identifie clairement les étapes
situées en amont de F6P comme étant celles malifée les drogues. La double

relation existant entre G6P &gucose (Figura 4B) est logiquement identique a celle
observe avec le F6P.
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Figura 4. Effets de la Pioglitazone et la Rosigliteone sur les relations entre les concentration
de F6P et G6P et le flux gluconéogenique d"hépatdey périfusés

Il apparait donc clairement que, dans nos condifiohinhibition de la
gluconéogenese a partir de DHA par les droguesxestisivement due a une réduction
de I'hydroyse du G6P en glucose, ce que pourraitigd en faveur d'un effet de la
drogue au niveau de la G6Pase.

Pourtant, on determine I"activité de I'enzyme gh#c6-phosphatase (G6Pase) sur
hépatocytes incubés én presence des glitazones \@aifier si |'effect sur la
gluconéogenese en présence ou non du glucaganpedlitazone et la rosiglitazona
est medié par l'inhibition directe de la G6Pasa.
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Figure 5. Effet direct “in vitro” de la pioglitazon e et la rosiglitazone
sur I"activité de I'enzyme G6Pase
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La G6Pase est une enzyme michaeliane et quandamalgson ses paramétres
cinétiques: constante michaelis ({Ket vitesse maximale @y, les glitazones
directement diminuent la Vmax, la pioglitazone @& uiacon significative, sans une
modification la K, bien que la pioglitazone soit un inhibiteur faille ce parametre.

GLUCOSA-6- EFECTO DIRECTO
FOSFATASA Ko Vi

mM nm-min*-mg proteinas
Control 3,43+0,3 160 + 13
Glucosa 100 mM 2,86 £0,3 65 + 8***
Pioglitazona 25uM 2,89+0,6 111 +£15*
Rosiglitazona 25uM 3,78 £ 0,¢ 118 £ 17

Table 4. Effet direc “in vitro” de la pioglitazone et de la rosiglitazone
sur les paramétres cinétiques de I'enzyme Glucoseposphatase

5. EFFET DIRET DE LA PIOGLITAZONE ET LA
ROSIGLITAZONE SUR LA CONSOMMATION DE L"OXYGENE
EN MITOCHONDRIES ISOLEES

Sur mitochondries extraites a partir de foie de caintroles, la pioglitazone et la
rosiglitazone a toutes les concentrations test@s2d, 50 et 100 uM) exercent un effet
tres claire et significative sur le fonctionemmamtochondrial, en activant I'état 4 de la
respiration et en diminuant I"état 3-phosphorylamgpiratoire. On observe cet effet
direct mitochondrial quand les mitochondries sardgrgised avec du glutamate/malate
et du succinate/malate en présence de la rotehoeféet des glitazones en présence du
substrat du complexe | (GM) a été dose-depen@antevancha nous ne avons pas
trouvé ce comportement au cas du substrat du camgl¢SM).

GM/PIOGLITAZONA GM/ROSIGLITAZONA

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)
JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

ESTADO 4 ADP OLIGO ESTADO 4 ADP OLIGO

BCONTROL ®PIO100pyM OPIO50pM EPIO25uM ®PIO10puM BCONTROL ®ROSI100uM BROSI 50 uM ®ROSI 25 uM BROSI 10 uM
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L activation de la respiration par les glitazonss @nstante aprées |"addition de
I"olygomicine (inhibiteur de la ATP-ase), pourtdrgction directe des glitazones doit
étre situé avant du complex V. L adjonction d"gerg decouplant (DNP) montre que
les glitazones inhibent la respiration exacerbérensonséquence de |"état découplée.
La consommation d’oxygéne mesurée en présence deDIAscorbate permet de
mesurer l'activitt maximale de la cytochrome oxydas situ. Celle-ci n"est pas
modifiée significativement par le deux glitazonésen que la pioglitazone puisse
exercer une pétite inhibition.

GM/PIOGLITAZONA GM/ROSIGLITAZONA

JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)
JO, (nanoatomoO/min/mg proteina)

DNP TMPD DNP TMPD

BCONTROL ®PIO100pM OPIOS0uM BPIO25uM EPIO10uM @CONTROL ®ROSI100uM BROSI50 uM ®ROSI 25 uM BROS| 10 pM

Ces observations permet d’affrmer que [linhibitiode la respiration
mitochondriale est toute ou partie liée a I'inhidmit du complexe | et Ill.
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Finalement, je résume les conclusions de ma thederdle:

La pioglitazone et la rosiglitazone, en plus dedesffets connus antidiabétique
par l'activation des récepteurs PPAR gamma, exedsmeffets directs et aigus
indépendant de l'activation des récepteurs PPARTgasur le métabolism du
foie.

Ces effects directs hépatyques consistent en Unilgition de la néoglucogenese
et une activation de la glycolysis, vers modifioas des activités de les
enzymes: glucose-6-phosphatase et pyruvate quinase.

Les deux glitazones, la pioglitazone et la rosagline, se conduisent de la
méme facon independant du substrat employé (DHAGtdse, glycérol et
lactate+pyruvate)

Les effects directs hépatyques hypoglucémiant®ent a les effects connus
antidibiabétiques a long terme qui possedent léazghes et expliquent le
meécanisme d action de ce type de médicament.

L"action directe sur les mitochondries du foie: umt@bition de la respiration et
de la production des radicaux libres; peux slreroentribuer a leurs propriétés
antidiabétiques.

Les deux antidiabétiques ne exercent pas acunenastir le rendement de
'oxydation phosphorylante et sur la capacité deterion calcique

mitochondrial.

L"action directe mitochondrial des glitazones esge @rincipalement a une
inhibition de I"activité des complexes | et Il Bechaine respiratoire.
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