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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo,
ocasionando alrededor de un millén de muertes anuales; resultan de varios desorde-
nes, entre los que se incluye la hipertension arterial, la cual se define como la pérdida
deltono vascular del sistema circulatorio. Existen evidencias de que los niveles de es-
pecies reactivas de oxigeno (ERO) se incrementan y que el estrés oxidativo esta invo-
lucrado en la hipertension. Las mitocondrias se consideran el principal organulo para
la respiracion y produccion de radicales libres. Otra fuente importante de ERO es la
enzima NADPH oxidasa, la cual esta formada por varias proteinas entre las que se in-
cluyen las proteinas Rac. Se ha demostrado que Rac1 induce la produccion de ERO
en la célula mediante la regulacion de la actividad de la NADPH oxidasa. El objetivo
del presente trabajo fue determinar la presencia de las proteinas NADPH oxidasa y
Rac en mitocondrias aisladas de diferentes 6érganos de ratas hipertensas (SHR) y de-
terminar los niveles de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y ca-
talasa. Mediante el andlisis de Western blot, se determind la presencia de las
proteinas Rac1, NADPH oxidasa, SOD-2 y catalasa en las mitocondrias de los dife-
rentes 6rganos y se encontrd que sus niveles varian en la hipertensién. Los resulta-
dos obtenidos representan el primer reporte sobre la presencia en las mitocondrias de
las proteinas Rac1 y NADPH oxidasa, las cuales podrian tener un papel importante
en la regulacion del metabolismo a nivel mitocondrial. Ademas, estas proteinas po-
drian funcionar como posibles blancos terapéuticos en la hipertension.
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Abstract

Rac1 and NADPH oxidase proteins in mitochondria from hypertensive rats.

Cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide, causing about one
million deaths annually. It results from several disorders, including hypertension,
which is defined as the loss of vascular tone of the circulatory system. There is eviden-
ce that levels of reactive oxygen species (ROS) are increased and that the oxidative
stress generated is involved in hypertension. Mitochondria are considered the main
organelle for respiration and the principal site of free-radicals production. Another im-
portant source of ROS is the NADPH oxidase enzyme (NOX), which consists of seve-
ral proteins, including Rac proteins. Rac1 has been shown to induce ROS production
in the cell by regulating the activity of NOX. The aim of this study was to determine the
presence of NADPH oxidase and Rac proteins in mitochondria isolated from different
organs of hypertensive rats (SHR) and to determine the levels of antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD) and catalase. By Western blot analysis, we identified the
presence of Rac1, NADPH oxidase, SOD-2 and catalase proteins in mitochondria
from different organs and found that their levels varied in hypertension. These data re-
present the first report about the presence in mitochondria of Rac1 and NADPH oxida-
se proteins, which could play an important role in energetic metabolism regulation. In
addition, these proteins could be used as potential therapeutic targets in hyperten-
sion.

Key words: Hypertension, Mitochondria, Rac1, NADPH oxidase, Superoxide dismu-
tase (SOD), catalase.

Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo,
ocasionando alrededor de un millon de muertes anuales (Poulter, 2003). Resultan de varios
desérdenes, entre los que se incluyen: la diabetes, la hipertension, el alcoholismo, la obesi-
dad y el sindrome metabdlico. La enfermedad cardiovascular se define como cualquier de-
sorden que disminuye la funcion vascular normal del corazén (Wold et al., 2005). Una de las
principales causas de estas enfermedades es la hipertension arterial, que se define como la
pérdida del tono vascular del sistema circulatorio (Cruz, 2001) y se detecta por la presencia
de cifras de presién arterial superiores a 140/90 mm de Hg. En México en el afio 2000 la pre-
valencia de la hipertension arterial sistémica entre los 20 y 69 afios de edad fue de 15 millo-
nes de mexicanos (Veldzquez-Monroy et al., 2003). Este numero va en ascenso ya que la
ENSANUT en el 2006 estimo para el 2007 alrededor de 17 millones de adultos mayores de
20 afios (Olaiz-Fernandez et al., 2006).
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Muchas enfermedades son el resultado de un desbalance entre la produccién y re-
duccion de radicales libres (de Champlain et al., 2004). Las células de los organismos aero-
bios producen continuamente especies reactivas de oxigeno (ERO), dentro de las cuales se
incluyen: el anién superoxido (O,7), el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo
(OH). Un desbalance entre la produccion de ERO vy los sistemas antioxidantes con que
cuenta el organismo puede conducir al estrés oxidativo, el cual ocasiona dafo celulary tisu-
lar mediante la lipoperoxidacion de las membranas, la oxidacion y nitracion de proteinas y el
dano al DNA (Halliwell, 1987). Varios estudios han demostrado que el estrés oxidativo esta
involucrado en la hipertension (Lacy et al., 1998). En ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) se incrementan los niveles del O, (Schnackenberg et al., 1999), el cual puede reac-
cionar con el 6xido nitrico (NO), disminuyendo su biodisponibilidad y, por lo tanto, su poder
de vasorrelajacion, lo que a su vez contribuye al mantenimiento de la hipertension (Vaziri et
al., 1999).

Las mitocondrias se consideran los centros bioenergéticos de las células eucariontes
ya que generan del 80 al 90% del ATP mediante la fosforilacion oxidativa (Szewczyk y Wojt-
czak, 2002). Son altamente dinamicas, al ser consideradas como el principal organulo para
la respiracion y el mayor sitio de produccién de radicales libres (Dhanasekaran et al., 2004;
Dudley et al., 2006; Kil et al., 2006). Ademas, las mitocondrias son el principal blanco de las
ERO, creandose un ciclo vicioso donde la generacién de ERO pueden dafarlas y, como
consecuencia, incrementar la generacion de ERO (Lenaz et al., 2000).

Las enzimas antioxidantes cumplen con el papel principal en la linea de defensa con-
tra el exceso de radicales libres (Ghio et al., 2004). Son las encargadas de regular la produc-
cion y reduccion de las ERO y neutralizar los productos de la peroxidacion. Dentro de los
sistemas de defensa enzimaticos, estan la superéxido dismutasa (SOD), la glutatiéon peroxi-
dasa y la catalasa (Augustin et al., 1997). La SOD es la primera enzima del proceso antioxi-
dante, ya que cataliza la conversion del O, en O, y perdxido de hidrogeno (H,O.), mientras
que la catalasa convierte el H,O, en O, y agua. La catalasa se encuentra en casi todas las
células eucariontes, dentro de los peroxisomas (Mueller et al., 2002).

Se ha reportado que los pacientes hipertensos se encuentran en un estado de estrés
oxidativo, debido a una sobreproduccion de productos oxidados, o al hecho de que el siste-
ma de defensa antioxidante se ha sobrecargado (Labids et al., 2009).

Las proteinas Rho forman parte de la superfamilia Ras que agrupa en total cinco fami-
lias de proteinas, incluyendo a Rho, todas ellas conocidas como proteinas G monoméricas
por su caracteristica de unir nucleétidos de guanina (Kaziro et al., 1989). La familia de las
proteinas Rho en mamiferos consiste de varias proteinas, entre las que se incluyen: Rho (A,
ByC),Rac(1y2),Cdc42 (Cdcd42Hs y G25K), Rho D, Rho G, Rho Ey TC10. Estas proteinas
son activas cuando tienen unido GTP, y se inactivan cuando hay un recambio del GTP por
GDP (Van Aelst et al., 1997).

Las proteinas Rac funcionan como interruptores moleculares integrando diversos es-
timulos en el sistema cardiovascular, entre los que se incluyen la estimulacion de la activi-
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dad de la NADPH oxidasa durante la produccion del anion superoxido (Abo et al., 1991), la
organizacion del citoesqueleto de actina, y la expresion génica (Ridley, 2001). EI O, se con-
sidera un mediador central en la fisiologia cardiovascular, la reactividad vascular y la regula-
cion de la presion sanguinea (Nowicki et al., 2001). Rac1 es el miembro mejor caracterizado
de la familia de Rac y se conoce por su importante papel en la regulacién del citoesqueleto
de actina, asi como en la adhesion y migracion celular (Van Aelst et al., 1997). Se ha demos-
trado ademas que Rac1 induce la produccién de ERO en neutréfilos (Diebold et al., 2004).

La enzima NADPH oxidasa es un complejo enzimatico que cataliza la transferencia
de un electron desde el NADPH hacia el O,, formando asi el radical superéxido, el cual cons-
tituye un mecanismo fundamental de defensa en algunas células (Casado et al., 1996). Aun
cuando su principal funcién es de defensa, la produccion en exceso del O, puede ser dafi-
no para las células.

El papel de Rac como regulador de laNADPH oxidasa se describid por primeravez en
fagocitos, donde las isoformas Rac1 y Rac2 controlan la respiracién oxidativa (Gregg et al.,
2003). Recientemente, un complejo de NADPH oxidasa regulado por Rac1 ha sido caracte-
rizado en células no fagociticas, tales como células de musculo liso vascular, cardiomiocitos
y células endoteliales (Griendling et al., 2000). Rac es un componente esencial para el en-
samble del complejo NADPH oxidasa tanto en células fagociticas como no fagociticas (Bo-
koch y Zhao, 2006).

Existen evidencias de que la sobreproduccion del O, derivado de la NADPH oxidasa
tiene un papel central en las enfermedades cardiovasculares, y que la actividad de esta enzi-
ma es bloqueada por el NO a través de la inhibicion de la translocacion de la proteina Rac1
(Muzaffar et al., 2008).

Se ha propuesto que el estrés oxidativo esta involucrado en el dafio cardiopulmonar
ocasionado por la exposicion a contaminantes (Roberts et al., 2003). Se ha demostrado que
los metales causan estrés oxidativo al pulmoén y al corazén in vivo (Ghio et al., 2004). En hi-
gado no existen evidencias de la participacion de las proteinas Rac durante la hipertension.
Por otro lado, Boivin y Béliveau (1995) determinaron la presencia de Rac1 en las mitocon-
drias de rifion.

De acuerdo a lo reportado sobre la importancia de la participacion de las proteinas
Rac y NADPH oxidasa durante la hipertension, es importante estudiar los niveles de dichas
proteinas en los distintos 6rganos que pueden resultar alterados por efectos del estrés oxi-
dativo. Por otro lado, no existe informacion de la presencia y niveles de las proteinas Rac1,
NADPH oxidasa y de las enzimas antioxidantes en mitocondrias durante la hipertension.
Por lo anteriormente planteado, el objetivo del presente trabajo fue estudiar los niveles de
Rac y NADPH oxidasa presentes en las mitocondrias de higado, rifién, y pulmén de ratas hi-
pertensas, asi como los niveles de las enzimas antioxidantes SOD-2 y catalasa.
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Materiales y métodos

Material biologico

Se emplearon ratas macho espontaneamente hipertensas (SHR) y normotensas
Wistar Kyoto (WKY) de 3 meses de edad, las cuales fueron proporcionadas por la Unidad de
Biomedicina de la Facultad de Estudios Superiores-lztacala, UNAM.

Aislamiento de las mitocondrias

Se sacrificaron las ratas y se les extrajo el higado, los rifones y los pulmones. El aisla-
miento de las mitocondrias de higado y rifién se realizé por centrifugacion diferencial, em-
pleando el protocolo modificado por Saavedra-Molina y Devlin (1997). Los rifiones y el
higado se colocaron en el medio 1 que contenia: 220 mM de manitol, 70 mM de sacarosa, 1
mM de EGTA (acido etilén glicol-bis (beta-aminoetil éter N, N’, N'-tetraacético) y 2 mM de
MOPS (acido 3-[N-morfolino] propano sulfénico), pH 7.4. Los 6rganos se cortaron en trozos
pequefios y se homogenizaron mediante el empleo de un tubo de vidrio con un vastago de
teflon. Posteriormente, utilizando una centrifuga Avanti-JE (Beckman Coulter), se centrifugo
a 2,000 rpm por 10 min a 4°C para remover restos celulares. Se tomo el sobrenadante y se
centrifugé a 7,500 rpm por 10 min a 4°C. La pastilla se resuspendié en el medio 2 que conte-
nia: 220 mM de manitol, 70 mM de sacarosa y 2 mM de MOPS (pH 7.4) y se centrifugo a
9,000 rpm por 10 min. Se desechd el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1 ml de
medio 2 para la determinacién de la proteina. Las mitocondrias se mantuvieron a 4°C hasta
el momento de su utilizacion.

En el caso de las mitocondrias de pulmén, el aislamiento se realizé de acuerdo al pro-
tocolo descrito por Pecqueur et al. (2001). Brevemente, el tejido extraido se cort6 en trozos
pequefos, se lavo en una solucion salina al 0.9% para quitar el exceso de sangre y luego se
paso al medio TES, que contenia: 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA (acido etilendiaminotetraa-
cetico), 250 mM de sacarosa (pH 7.5). Posteriormente, se homogenizé y se filtré sobre una
tela de nylon. Para remover los restos celulares y acidos nucleicos, la muestra se centrifugo
a 3,100 rpm por 10 min a 4°C. Se tom¢ el sobrenadante y se centrifugé a 11,300 rpm por 10
min a 4°C y posteriormente, la pastilla mitocondrial se resuspendié en 1 ml de Percoll al 15%
depositandola en la superficie de un gradiente previamente preparado con Percoll al 40% y
23%. Se centrifugd a 19,250 rpm por 15 min a 4°C. De las tres bandas obtenidas, se tomd la
banda inferior que corresponde a la fraccién mitocondrial y se resuspendi6 en medio de ais-
lamiento para su posterior centrifugacion a 11,300 rpm por 10 min a 4°C. Se desech6 el so-
brenadante y se resuspendid la pastilla mitocondrial en el medio de aislamiento. La
concentracion de proteina se determind por el método de Lowry (Lowry et al., 1951) y se rea-
lizaron los calculos correspondientes para ajustar el volumen a una concentracién de 30
pg/ml, la cual fue empleada para todos los experimentos.
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Inmunodeteccion de las proteinas Rac, NADPH oxidasa, SOD-2 y catalasa.

Lainmunodeteccion de las proteinas se realizé de acuerdo al protocolo de Laemmli et
al. (1970) y Tobwin et al. (1979). Se tomaron 30 ug del homogenado total y de la fraccion mi-
tocondrial de higado, rifidn o pulmon proveniente de ratas WKY y SHR. Las muestras se so-
metieron a electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) al 13% durante 90 min a 100 V. Posteriormente, las proteinas fueron transferi-
das a membranas PVDF (fluoruro de polivinildieno Hybond-P de Amersham), empleando un
equipo de transferencia himedo durante 60 min a 100 V, empleando la solucion de transfe-
rencia (25 mM de Tris, 192 mM de glicina, 20% de metanol). Una vez transferidas las protei-
nas, se mantuvieron las membranas con una soluciéon TBS-T (10 mM de Tris/HCI, 150 mM
de NaCl, 0.05% de Tween20), con leche al 5% toda la noche para bloquear sitios inespecifi-
cos. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios anti-Rac1 (dilucién
1:1,000), anti-NADPH oxidasa (1:2,000), anti-SOD-2 (1:2,000) y anti-catalasa (1:1,000), du-
rante 90 min a temperatura ambiente en agitacion moderada. Se lavaron 3 veces con solu-
cion TBS-T durante 10 min y se incubaron con el anticuerpo secundario IgG acoplado a
peroxidasa (1:4,000) durante 60 min. Posteriormente, se realizaron lavados con la solucion
TBS-T para remover el anticuerpo unido inespecificamente. Para determinar que la fraccién
mitocondrial se encuentra enriqueciday libre de contaminantes citosolicos, se empleé como
marcador el anticuerpo especifico anti-actina. La interaccion antigeno-anticuerpo se deter-
mind mediante quimioluminiscencia.
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Figura 1. Pureza de las mitocondrias aisladas. Las muestras (30 pg) del homogenado total (HT) y de la fraccion mitocon-
drial (M) de higado (HIG), rifion (RIN) y pulmén (PUL) tanto de ratas Wistar Kyoto (WKY) (A) y espontdneamente hiper-
tensas (SHR) (B) se sometieron a electroforesis (SDS-PAGE 13%). Las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF
para su posterior inmunodeteccion con el anticuerpo especifico anti-actina (1:2,000). La reaccion antigeno-anticuerpo se
determind mediante quimioluminiscencia. kDa: kilodaltones.
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Resultados

Mitocondrias libres de contaminantes citosolicos

Para demostrar que la fraccion mitocondrial se encuentra enriquecida y libre de con-
taminantes citosdlicos se utilizd como marcador la actina, la cual es una proteina citosélica.
Los resultados de la inmunodeteccion de la actina tanto en el homogenado total como en la
fraccion mitocondrial de higado, rifidn y pulmén de muestras provenientes de ratas WKY y
SHR se muestran en la figura 1. Se aprecia una banda de 45 kDa s6lo en los homogenados
totales de los diferentes 6rganos, la cual esta ausente en las diferentes fracciones mitocon-
driales, tanto en ratas WKY como en SHR. Estos datos indican que las fracciones mitocon-
driales estan libres de contaminantes citosélicos.

Niveles de las proteinas Racl y NADPH oxidasa

Lainmunodeteccion de Rac1 en los diferentes 6rganos de ratas se muestra en la figu-
ra 2. Se aprecia una banda de 21 kDa correspondiente al peso molecular esperado para la
proteina Rac1. Enlas mitocondrias de rifidn y pulmén de ratas WKY, asi como en el homoge-
nado total de rifidén se aprecia la presencia de Rac1, mientras que en el homogenado de pul-
mon, los niveles son despreciables. Resultados similares se obtuvieron en el homogenado
total y en la fraccion mitocondrial de higado. En todas las muestras de ratas hipertensas se
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Figura 2. Inmunodeteccion de Racl en el homogenado total (HT) y la fraccion mitocondrial (M) de higado, rifion y pulméon
de ratas normotensas (WKY) (A) y espontaneamente hipertensas (SHR) (B). Se cargaron 30 pg de proteina, se sometieron a
electroforesis (SDS-PAGE 13%) y las proteinas transferidas a membranas PVDF se inmunodetectaron con el anticuerpo es-
pecifico anti-Rac1 (1:2,000). La reaccion antigeno-anticuerpo se determind mediante quimioluminiscencia. HIG: higado;
RIN: rifién; PUL: pulmén. kDa: kilodaltones.

Ciencia Nicolaita No. 54 Diciembre de 2011



Proteinas Rac1 y NADPH oxidasa en mitocondrias...

observa la presencia de Rac 1, tanto en homogenado total como en la fraccion mitocondrial,
siendo mayores los niveles de esta proteinas, comparado con las muestras de ratas normo-
tensas. Ademas, sus niveles fueron mayores comparados con los de los homogenados tota-
les. Estos resultados sugieren fuertemente la presencia de la proteina Rac1 en las
mitocondrias y que sus niveles se incrementan durante la hipertension.
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Figura 3. Inmunodeteccion de la NADPH oxidasa en el homogenado total (HT) y la fraccion mitocondrial (M) de higado,
rifién y pulmoén de ratas normotensas (WKY) (A) y espontaneamente hipertensas (SHR) (B). Se cargaron 30 pg de proteina,
se sometieron a electroforesis (SDS-PAGE 13%) y las proteinas transferidas a membranas PVDF se inmunodetectaron con
el anticuerpo especifico anti-NOX4 (1:2,000). La reaccion antigeno-anticuerpo se determind mediante quimioluminiscen-
cia. HIG: higado; RIN: rifion; PUL: pulmén. kDa: kilodaltones.

Se determinaron los niveles de la NADPH oxidasa en los diferentes 6rganos durante
la hipertension. En la figura 3 se observa una banda de 70 kDa, la cual corresponde al peso
molecular esperado para la NADPH oxidasa. Se aprecia la presencia de la proteina en las
mitocondrias de higado, rifion y pulmén, siendo mayores los niveles en mitocondrias de pul-
mon. Este resultado es novedoso ya que no existen reportes acerca de la presencia de la
NADPH oxidasa en las mitocondrias de este 6érgano. Ademas, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de esta proteina en las muestras de ratas hipertensas. Es impor-
tante resaltar que la presencia de este complejo enzimatico en las mitocondrias de higado,
rindn y pulmon, sugiere su participacion en la produccion del radical superéxido desde la mi-
tocondria mediante esta via enzimatica.

Niveles de las enzimas antioxidantes SOD-2 y catalasa

A continuacion se realiz6 la inmunodeteccion de las enzimas superoxido dismutasa y
catalasa empleando anticuerpos especificos. En la figura 4A se muestran los resultados de
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lainmunodeteccion de la SOD-2, donde se observa una banda de 27 kDa, que corresponde
al peso molecular esperado. La proteina se encuentra presente tanto en el homogenado to-
tal como en la fraccion mitocondrial de higado, rifién y pulmaén. Los niveles de la proteina son
mayores en la fraccion mitocondrial, comparados con el homogenado total; ademas, se
aprecia que los niveles disminuyen en las muestras de ratas hipertensas comparados con
los niveles de las muestras de ratas normotensas. En la figura 4B se muestran los resultados
de la inmunodeteccion de la catalasa, donde se aprecia una banda de 60 kDa, correspon-
diente a su peso molecular. Los niveles de la catalasa son mayores en el homogenado total
comparado con las fracciones mitocondriales, donde se observa que los niveles son bajos o
despreciables. Ademas, se observé una disminucion en los niveles de esta enzima en las
muestras de ratas SHR comparados con los niveles de las muestras de ratas WKY. Estos
datos sugieren que los niveles de las enzimas SOD-2 y catalasa estan disminuidos en la hi-
pertension, lo cual probablemente favorece el aumento de las ERO reportado durante la hi-
pertension.
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Figura 4. Inmunodeteccion de la superoxido dismutasa (SOD-2) y la catalasa en el homogenado total (HT) y la fraccion
mitocondrial (M) de higado, rifién y pulmoén de ratas normotensas (WKY) (A) y espontaneamente hipertensas (SHR) (B).
Se cargaron 30 pug de proteina, se sometieron a electroforesis (SDS-PAGE 13%) y las proteinas transferidas a membranas
PVDF se inmunodetectaron con el anticuerpo especitico anti-SOD-2 (1:2,000) y anti-catalasa (1:2,000). La reaccion antige-
no-anticuerpo se determin6 mediante quimioluminiscencia. HIG: higado; RIN: rifion; PUL: pulmén. kDa: kilodaltones.
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Discusion

Las proteinas G monomeéricas de la familia de Rho tienen un papel importante en la
regulacion de varios procesos celulares mediados por el citoesqueleto de actina. Juegan un
papel importante en las cascadas de sefalizacion involucradas en la contraccion del muscu-
lo liso vascular, el cual tiene un papel relevante durante la hipertension (Seasholtz y Brown,
2004). En el presente trabajo se determind la presencia de las proteinas Rac1 en las mito-
condrias de higado, rifidn y pulmon y se observo que sus niveles de expresion se incremen-
tan durante la hipertensién. Aun cuando existen reportes sobre la presencia de Rac1 en la
fraccion mitocondrial de las células beta TC3 (Kowluru et al., 2003) y en mitocondrias de la
corteza de rifion de rata (Boivin y Béliveau, 1995), estos datos son novedosos, ya que no
existen reportes sobre la presencia de estas proteinas en mitocondrias de higado y de pul-
mon de rata, asi como del incremento de sus niveles en los homogenados totales y en las
fracciones mitocondriales de los diferentes 6rganos estudiados durante la hipertensién. Re-
cientemente, las proteinas Rac1 han cobrado gran importancia debido al papel relevante
que tienen en laregulacién de varios procesos biolégicos. Park y Feltri (2011) reportaron que
la reorganizacion del citoesqueleto dependiente de la proteina Rac también juega un papel
importante en el proceso de mielinizacion durante el desarrollo de los nervios periféricos, asi
como en los cambios dinamicos de actina en la capa de mielina no compacta, los cuales son
esenciales para el inicio de la desmielinizacién después del dafio que sufren los nervios peri-
féricos (Jung et al., 2011).

La presencia de Rac en las mitocondrias sugiere que estas proteinas pueden tener un
papel importante en la regulacién del funcionamiento normal de la mitocondria. Yin et al.
(2011) encontraron que la proteina Rac protege a las células Jurkat de la apoptosis en la leu-
cemia humana, ya que promueve la transcripcion de Bcl-2. Existen evidencias de que tanto
la toxina B de Clostridium difficile, 1a cual inactiva a Rac, asi como la forma constitutivamente
inactiva N17Rac1, estimulan la apoptosis de las neuronas granulares mediante la liberacion
del citocromo cy la activacion de las caspasas 9y 3. Ademas, la toxina B estimula la translo-
cacion y la activacion conformacional mitocondrial de Bax (Le et al., 2005). En células de epi-
telio de la retina, la exposicidn a una dosis letal de H,O, estimula la translocacién de Bax ala
mitocondria via la proteina Rac (Ho et al., 2006).

La enzima NADPH oxidasa se considera una fuente principal en la produccion de las
ERO, ademas de la mitocondria. En este estudio se inmunodetectd una isoforma de la subu-
nidad gp91phox, denominada NOX4, la cual ha mostrado ser la mayor fuente de produccion
de radical superoxido en las células renales de animales diabéticos (Gorin et al., 2005). La
presencia de NOX4 en las mitocondrias ha sido recientemente determinada en cultivos de
células mesangiales y en la corteza del rifién (Block et al., 2009), donde se observo que la
expresion de la NOX4 mitocondrial se incrementa durante la diabetes. Aun cuando no exis-
ten antecedentes acerca de los niveles de la NOX4 en la hipertension, se observé el mismo
patrén en los niveles de expresion que en la diabetes. Van Buul et al. (2005) determinaron
que la forma activa de Rac promueve un incremento de 100 veces en los niveles de NOX4,
comparado con NOX2, en células endoteliales de la vena umbilical de humano (HUVEC’s),
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asi como un aumento en la produccion de ERO, las cuales controlan la integridad del endo-
telio vascular. Por otro lado, Werner (2004) sugirié que las proteinas Rac, al controlar el es-
tado redox de la célula via la regulacion de la actividad de la NADPH oxidasa, modifican la
expresion de genes, la proliferacion y la adhesion celular. Existen evidencias de que el Oy”
generado por la NADPH oxidasa en la médula ventrolateral rostral (RVLM), donde se locali-
zan las neuronas premotoras simpaticas para el mantenimiento de la presion arterial, partici-
pa principalmente en la fase temprana, mientras que el O, generado por la depresién en la
actividad de las enzimas respiratorias mitocondriales median la fase tardia o la depresion
cardiovascular inducida por el lipopolisacarido (LPS), el cual estimula indirectamente a las
proteinas Rac (Sheh et al., 2007). Estos resultados sugieren, por un lado, una tendencia en
el incremento en la actividad de la NADPH oxidasa en condiciones patoldgicas, como la hi-
pertensiony, por otro lado, que el aumento en los niveles de la NOX mitocondrial puede con-
llevar a un dafio celular debido al aumento en la produccion del anion superéxido reportado
en la hipertension (Lacy et al., 1998).

Normalmente, la célula cuenta con mecanismos antioxidantes, tanto enzimaticos
como no enzimaticos. Para ello, en este trabajo se analiz6 la presencia del sistema antioxi-
dante enzimatico en los diferentes 6rganos estudiados. La sefal de SOD-2 en los 6rganos
hipertensos mostré una ligera disminucion, tanto en las mitocondrias como en el homogena-
do total de higado, rindn y pulmén. Estos resultados difieren de los reportados por Vaziri et
al. (2003), quienes trabajaron sélo con homogenado total de higado, cerebro y corazén de
ratas y la hipertension se indujo con acetato. Sus resultados no mostraron cambios significa-
tivos en cuanto a los niveles de la SOD-2. Los resultados obtenidos en este trabajo indican
una tendencia a la deficiencia en la dismutacion del superéxido mediante esta via enzimati-
ca, lo cual conlleva a un aumento en la produccion de este radical y, por lo tanto, se favorece
la prevalencia del estrés oxidativo durante la enfermedad.

La dismutacién del Oy produce el H,O,, el cual es también dafino parala célula. Para
ello, la célula cuenta con la catalasa y la glutation peroxidasa, las cuales convierten el H,0,
en H,Oy O, (Singh et al., 2010). Los bajos niveles de la catalasa pueden atribuirse a que la
proteina esté dafiada o degradada. La catalasa es una enzima compleja, formada de cuatro
subunidades, cada una con ocho residuos de metionina y cinco residuos de triptéfano, los
cuales son labiles a la oxidacion por las ERO, especialmente por el singulete de oxigeno, lo
que conduce a alteraciones estructurales y a la inactivacion de la proteina (Schallreuter,
2005).

La baja sefial observada en la inmunodeteccién de la catalasa, puede deberse a que
la proteina se esté degradando debido al ataque de las ERO, como se menciond anterior-
mente, siendo el dafio mas marcado en las muestras de los drganos de ratas hipertensas.
En los homogenados totales de higado, rifidn y pulmoén se nota la presencia de catalasa,
pero notablemente disminuida en la hipertension. Estos resultados difieren de los obtenidos
por Vaziri et al. (2003) quienes no observaron cambios significativos en los niveles de la ca-
talasa en el rifién durante la hipertension inducida.
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Existen evidencias acerca de la presencia de la catalasa en mitocondrias de Saccha-
romyces cerevisiae (Yankova et al., 2002), en Nicotiana silvestris (Scandalios et al., 1980),
en mitocondrias de corazon (Radi et al., 1991) y de higado (Salvi et al., 2007) de rata; sin em-
bargo, en el presente trabajo observamos una ligera senal alrededor del peso molecular es-
perado para la catalasa, la cual difiere de los niveles reportados con anterioridad. Por lo
tanto, son necesarios mas ensayos para demostrar si realmente existen diferencias en los
niveles o si nuestro resultado es producto de la degradacién de la enzima. Adicionalmente,
se sabe que los valores de la SOD en células cerebrales de diversos primates presentan una
proporcién directa con la edad. Los valores elevados, tanto de la SOD como de la catalasa
pueden considerarse, al menos en parte, responsables de que se retrase la senilidad que
precede a la muerte. Asimismo, en ensayos realizados con ratones, se afirma que la super-
vivencia también depende de los valores de la catalasa mitocondrial, ya que se comprobé
que la vida media de los animales se prolonga un 40% sobre-expresando la enzima (Schri-
ner et al., 2005). Los datos obtenidos en el presente trabajo son novedosos debido a que la
variacion en los niveles de las enzimas antioxidantes durante la hipertension proporciona
nueva informacion para que se utilicen posibles precursores de blancos terapéuticos para
un mejor control de dicha enfermedad.

Conclusion

Las proteinas Rac1 y NADPH oxidasa estan presentes en las mitocondrias de rata y
existe una expresion diferencial en la hipertension, donde se incrementan sus niveles, mien-
tras que disminuyen los niveles de las enzimas antioxidantes SOD-2 y catalasa.
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