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FUNCION Y BIOGENESIS MITOCONDRIAL. DIFERENCIAS ENTRE
GENEROS

Tesis doctoral. Roberto Justo Lopez, Departament de Biologia Fonamental i
Ciencies de la Salut, Universitat de les llles Balears, Palma de Mallorca,
Esparia.

Resumen

Los estudios llevados a cabo en la presente tesis se sustentan en tres aspectos
basicos: a) la heterogeneidad de la poblacion mitocondrial y la posibilidad de ser fraccionada
en distintas subpoblaciones que difieren en sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales, b)
las diferencias entre géneros en la funcién mitocondrial del tejido adiposo marrén y del higado
de rata, y c) la utilidad del modelo de subpoblaciones mitocondriales como herramienta para el
estudio de la biogénesis mitocondrial, entendida como un proceso clave en el funcionamiento
celular, que consta, a su vez, de dos procesos diferentes e intimamente ligados: la proliferacion
y la diferenciacion mitocondrial.

El objetivo principal de este trabajo se ha centrado en el estudio de las diferencias entre
ratas macho y hembra en la morfologia, la funcién y la biogénesis mitocondrial del tejido
adiposo marron (TAM), principal efector de la termogénesis facultativa o adaptativa, y del
higado, érgano clave en el metabolismo intermediario y energético.

El analisis del tejido adiposo marrén y del higado ha puesto de manifiesto un claro
dimorfismo sexual en las propiedades morfofuncionales de las distintas subpoblaciones
mitocondriales estudiadas. En concreto, la subpoblacion ligera, constituida por mitocondrias
menos diferenciadas, presenta caracteristicas similares en ambos géneros. Por el contrario, en
las hembras, la subpoblacion pesada muestra una mayor capacidad funcional, acompafada de
una mayor tendencia a la transcripcion del ADNmt, lo que se traduce en una mayor maquinaria
funcional. Las diferencias en las caracteristicas mitocondriales del TAM y del higado descritas
entre ambos géneros, podrian ser atribuidas a la existencia de una subpoblacién mitocondrial
altamente diferenciada en las hembras, hecho que podria ser indicativo de un proceso de
biogénesis mitocondrial distinto entre ambos géneros.

En conclusién, los resultados obtenidos indican que las diferencias entre géneros en
las caracteristicas morfofuncionales de las subpoblaciones mitocondriales son similares en
tejido adiposo marron e higado: una subpoblacion mitocondrial poco diferenciada con
propiedades comunes en ambos géneros, y otra subpoblaciéon con mitocondrias mucho mas
diferenciadas en las hembras. Por tanto, el modelo de subpoblaciones ha puesto de manifiesto
una clara divergencia en el proceso de diferenciaciéon mitocondrial entre ambos géneros, tanto
en el TAM como en el higado, lo que sugeriria, en primer lugar, una distinta evolucion de dicho
proceso entre machos y hembras y, en segundo lugar, un factor comin a ambos tejidos que
influiria en la regulacion del proceso de biogénesis mitocondrial. En este sentido, las hormonas

sexuales podrian ser los candidatos idéneos para cumplir estas dos premisas.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. El tejido adiposo marron y la termogénesis facultativa. Papel de las

proteinas desacoplantes
1.1.1. Eltejido adiposo marron

El tejido adiposo marron (TAM) es un o6rgano clave en el metabolismo
energético de pequefios mamiferos y recién nacidos, ya que es el principal efector de
la termogénesis facultativa o adaptativa (Himms-Hagen, 1990; Shrago and Strieleman,
1987), proceso que consiste en la generacion de calor en respuesta a determinados
estimulos tales como la exposicion al frio o un excedente cal6rico procedente de la
dieta (Lowell and Spiegelman, 2000). El TAM es un tejido altamente vascularizado e
inervado por el sistema nervioso simpatico y sus propiedades vienen determinadas por
las caracteristicas de las células que lo constituyen, principalmente por los adipocitos
marrones. Desde el punto de vista morfolégico, estas células presentan una geometria
poliédrica, con numerosas vacuolas lipidicas repartidas por todo el citoplasma, un
nacleo esférico situado en su zona central y un elevado niamero de mitocondrias de

gran tamafio y con una gran densidad de crestas (Cinti, 2002).

La actividad termogénica del TAM depende de la presencia de la proteina
desacoplante 1 o UCP1, ubicada en la membrana interna mitocondrial de los
adipocitos marrones. La UCPL1 tiene la capacidad de disipar el gradiente protonico
generado por la cadena respiratoria, desacoplando la fosforilacién oxidativa. De esta
forma la UCP1l aumenta la conductividad proténica de la membrana interna,
reactivando la oxidacion de sustratos y generando calor de forma inherente al proceso
(Cannon and Nedergaard, 2004; Himms-Hagen, 1990; Nicholls et al.,, 1986). La
actividad de la UCP1 es sensible a variaciones del metabolismo celular, ya que es
inhibida por nucledtidos de purina di- o trifosfato (ADP, ATP, GDP y GTP) y activada
en presencia de acidos grasos (Kozak and Harper, 2000; Nicholls, 1974), siendo éstos
altimos los principales combustibles encargados de mantener la capacidad

termogénica del tejido (Rousset et al., 2004).
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ESPACIO INTERMEMBRANA

l Potencial de membrana

1 Oxidacién de sustratos

H+ H+ H+ H+

H+

ADP + Pi

l Sintesis de ATP

T Generacion de calor

MATRIZ MITOCONDRIAL

Figura 1. Hipétesis clasica del funcionamiento de la UCP1 en la mitocondria. La oxidacion
de sustratos a través de la cadena respiratoria produce un bombeo de protones al espacio intermembrana
mitocondrial, que produce un gradiente electroquimico que puede ser disipado a través de la ATP sintasa,
generando ATP a partir de ADP y fésforo inorganico o a través de la UCP1. La disipacion del gradiente
proténico reactiva la cadena respiratoria y el metabolismo oxidativo, produciendo calor de forma inherente
al proceso.

1.1.2. Regulacién fisiolégica de la termogénesis del tejido adiposo marrén

La funcién termogénica del TAM esta regulada principalmente a través de la
secrecion de noradrenalina por parte del sistema nervioso simpatico. Los efectos de la
noradrenalina en el adipocito marron maduro estan mediados por un balance entre los
diferentes subtipos de receptores adrenérgicos que coexisten en la misma célula: los
receptores B (B, B2 Y Bs) vy los receptores a,, adrenérgicos (Lafontan et al., 1997),
siendo particularmente importantes en la diferenciacién de los adipocitos marrones de

roedores los receptores B3 (Collins et al., 1994).

Tras la union de la noradrenalina, los receptores (B-adrenérgicos se acoplan a
proteinas G estimulatorias (Gs) que activan la adenilato ciclasa, aumentando de esta
forma los niveles de AMPc intracelulares. Un aumento en la concentracion de AMPc
en la célula produce una activacién de la proteina kinasa A (PKA), el efector de la

sefal adrenérgica, que fosforila dianas especificas implicadas en la funcién lipolitica, la
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proliferacion y la diferenciacion del adipocito marrén. La actividad de la PKA esta
relacionada con la activacién de la lipasa sensible a hormonas (LSH), que es el paso
limitante del proceso de lipdlisis (Carey, 1998), la inactivaciébn de las perilipinas
(proteinas asociadas a la superficie de las goticulas de grasa que evitan la accion de
la LSH sobre los triglicéridos) (Londos et al., 1999) y la activacion de la proteina de
unién a elementos de respuesta a AMPc (CREB), factor de transcripcion relacionado

con la expresion de la UCP1 en el TAM (Nedergaard et al., 2001).

A diferencia de los efectos que producen los receptores B-adrenérgicos sobre
el adipocito marrén, los receptores a,, adrenérgicos al unirse con la noradrenalina se
acoplan a proteinas G inhibitorias (G)), que inhiben la actividad de la adenilato ciclasa
(Svoboda et al., 1996), disminuyendo los niveles intracelulares de AMPc y reduciendo

de esta forma la actividad de la PKA.

La noradrenalina ejerce una accién dual sobre el control de la funcion del
adipocito ya que puede interaccionar tanto con los receptores a,, adrenérgicos como
con los B-adrenérgicos. Por tanto, el balance entre los distintos subtipos de receptores

es clave para modular la accion de la noradrenalina (Valet et al., 2000).
1.1.3. Otras proteinas desacoplantes: la UCP2y la UCP3

Mas recientemente, se han descubierto otras proteinas desacoplantes
homdlogas a la UCP1, la UCP2 y la UCP3 (Boss et al., 1997; Fleury et al., 1997). La
UCP2 muestra una distribucion corporal mas amplia que la UCP1, expresandose de
forma abundante en el tejido adiposo blanco, intestino, pulmén y bazo, mientras que la
UCP3 se expresa principalmente en el masculo esquelético (Ricquier and Bouillaud,
2000). Existe aun cierta controversia acerca del papel termogénico de la UCP2 y la
UCP3 en la mitocondria, ya que sus niveles son muy reducidos en comparacion con
los de la UCP1 (Dulloo and Samec, 2001); en este sentido, se atribuyen a la UCP2 y
UCP3 funciones relacionadas con distintos aspectos de la fisiologia celular, como
moduladoras de la formacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria
(Echtay et al., 2002; Jezek et al., 2004) o en el metabolismo lipidico, facilitando el
transporte de acidos grasos del citoplasma a la mitocondria para su posterior oxidacién
(Crescenzo et al., 2003; Ricquier et al., 2000).
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1.2. Biogénesis mitocondrial

La mitocondria es un organulo que estid presente en el citoplasma de las
células eucariotas, cuya funcién principal en la mayoria de tejidos es la de proveer
energia en forma de ATP, a partir de la oxidacion de sustratos energéticos por parte
de la cadena respiratoria. La poblacion mitocondrial es dindmica y muestra variaciones
en el tamafo, el numero y la masa durante las diversas etapas del desarrollo, la
diferenciacion celular y en respuesta a diversas situaciones fisioldgicas y patologicas
(Goffart and Wiesner, 2003).

En el fendbmeno de biogénesis mitocondrial confluyen dos procesos
intimamente ligados: la proliferacion que consiste en el aumento del ndmero de
mitocondrias por célula, y la diferenciacion, mediante la cual el organulo adquiere las
caracteristicas estructurales y funcionales adecuadas para el desarrollo de las

funciones especificas de las distintas células del organismo (Nisoli et al., 2004).

En el control de la biogénesis mitocondrial participan numerosos factores, como
la regulacion de la expresion y la replicacion del genoma mitocondrial, la expresion y el
transporte a la mitocondria de diversas proteinas codificadas por genes nucleares, y la

coordinacién de todos estos procesos.
1.2.1. Estructura del genoma mitocondrial

La estructura, el contenido genético y la organizacion del genoma mitocondrial
estdn muy conservadas en las distintas especies de mamiferos (Fernandez-Silva et
al., 2003). EI ADN mitocondrial (ADNmt) muestra numerosas diferencias respecto al
ADN nuclear: es un ADN circular de doble cadena, de aproximadamente 16500 pares
de bases y es poliploide (Miller et al., 2003; Reynier et al., 2001), teniendo en cuenta
gue cada mitocondria puede contener un nimero variable de copias que oscila entre 2
y 10 (Wiesner et al., 1992).

Cada una de las hebras del ADNmt tiene una distinta composicion de
nucleétidos de guanina y de timina, y son denominadas de forma convencional hebra
pesada y hebra ligera. EI ADNmt de mamiferos codifica para 37 genes, que se
encuentran distribuidos de manera asimétrica entre las dos hebras: la mayor parte de
los genes se localizan en la hebra pesada, entre los que se encuentran los dos ARN
ribosomicos (ARNr), 14 ARN de transferencia (ARNt) y los ARN mensajeros (ARNm)
de 12 de los 13 polipéptidos para los que codifica el genoma mitocondrial; la hebra
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ligera unicamente codifica para el resto de los ARNt (un total de 8) y un solo ARNm
(Attardi and Schatz, 1988).

Las células con una elevada actividad metabolica presentan en el ADNmt el
denominado bucle de desplazamiento o D-loop, una estructura de triple hélice que es
muy variable entre especies, aunque tiene elementos muy conservados como el origen
de replicacion de la cadena pesada y los promotores de transcripcion, tanto de la
cadena pesada (HSP) como de la ligera (LSP) (Bogenhagen et al., 1986; Montoya et
al., 1982).

1.2.2. Transcripciony replicacion del ADNmt

El ADNmt codifica para polipéptidos esenciales en el funcionamiento de la
mitocondria (Wallace, 1992). La transcripcién de sus genes esta sometida a una fina
regulacion y su expresion esta coordinada con la de proteinas mitocondriales
codificadas en el nucleo (Attardi and Schatz, 1988; Neupert, 1997; Tzagoloff, 1982).
Ademas, el proceso de replicacion del ADNmt esta estrechamente ligado con el de
transcripcion ya que, para que se inicie la replicacion, es necesario un cebador de

ARN, producto de la transcripcion de la hebra ligera del ADNmt (Clayton, 1992).

El genoma mitocondrial, a diferencia del nuclear, se transcribe de forma
completa a partir de los promotores de transcripcion HSP y LSP, generando en el
proceso dos ARNm, uno por cada hebra (Aloni and Attardi, 1971; Murphy et al., 1975).
La iniciaciébn de la transcripcion requiere la actividad de, al menos, una ARN
polimerasa especifica de organulo (Tiranti et al., 1997), el factor de transcripcion
mitocondrial A (TFAM) (Fisher and Clayton, 1985, 1988) y los factores de transcripcion
mitocondriales B1 y B2 (TFB1M y TFB2M) (Fernandez-Silva et al., 2003).

El TFAM forma parte de la familia de proteinas de alta movilidad y posee la
capacidad de unirse al ADNmt, de discriminar entre secuencias especificas y no-
especificas y de modificar su estructura tridimensional, facilitando de esta forma la
union de la ARN polimerasa al punto de iniciacion de la transcripcion (Fisher et al.,
1992; Parisi and Clayton, 1991; Shadel and Clayton, 1997). El TFAM es capaz de
iniciar la transcripcion tanto in vivo como in vitro (Falkenberg et al., 2002) y muestra
una afinidad muy distinta por los promotores de transcripcion del ADNmt situados en el
D-loop: a bajas concentraciones de TFAM el promotor activado es el LSP, mientras
que a altas concentraciones lo es el HSP (Garstka et al., 2003). Aln existe cierta

controversia acerca del papel del TFAM en la fisiologia mitocondrial y celular; ademas
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de su potencial participacion en la regulacion de la transcripcion, también ha sido
relacionado con el mantenimiento de la estructura, el grado de empaquetamiento y el
control del nimero de copias de ADNmt en la mitocondria (Kanki et al., 2004; Larsson
et al.,, 1998; Takamatsu et al., 2002), ademas de una posible conexidon con los

procesos de apoptosis (Yoshida et al., 2003).

1.2.3. Regulacion de la transcripcién de proteinas mitocondriales codificadas

por el nacleo

Los procesos de biogénesis mitocondrial implican la expresion de unos 1000
genes, de los cuales aproximadamente el 95% estan codificados en el nucleo y el
resto en el ADNmt (Stojanovski et al., 2003). La existencia de dominios de union al
ADN comunes en el promotor de varios genes nucleares implicados en la funcién y la
biogénesis mitocondrial, pone de manifiesto la existencia de factores de transcripcion

para una respuesta coordinada (Garesse and Vallejo, 2001).

Los factores de respiracion nucleares 1y 2 (NRF-1 y NRF-2) son unos de los
factores de transcripcion implicados en la regulacion de la funcién respiratoria y de la
biogénesis mitocondrial, ya que han sido relacionados con la transcripcién de
numerosas subunidades de la cadena respiratoria codificadas en el nucleo (Murakami
et al.,, 1998; Virbasius and Scarpulla, 1991; Xia et al., 1997) y, ademas, también
activan la expresién de factores implicados en la iniciacion de la transcripcion del
ADNmt, como el TFAM (Virbasius and Scarpulla, 1994), el TFB1M y el TFB2M
(Gleyzer et al., 2005). Es importante destacar que la existencia de factores como los
NRFs no pueden explicar de forma completa la coordinacién de la expresién de
proteinas mitocondriales en la biogénesis mitocondrial, ya que existen numerosos
genes que no tienen una secuencia de unién para estos factores y, por otra parte,
existen otras vias mitocondriales reguladas por factores de transcripciébn sin una

aparente relacion con la expresion de genes respiratorios mitocondriales.

Diversas investigaciones en los ultimos afios han puesto de relieve que el
PGC-la (coactivador 1 alfa del receptor activado por proliferadores peroxisomales
gamma) podria tener un papel central en la regulacion de la biogénesis mitocondrial
frente a numerosas situaciones fisiolégicas. La expresion de PGC-1a es muy elevada
en tejidos con sistemas mitocondriales muy desarrollados (Puigserver and
Spiegelman, 2003) y su expresion se induce de forma importante en situaciones
fisioldgicas que se caracterizan por un aumento de la demanda mitocondrial para

producir energia en forma de ATP o calor, como son la exposicion al frio en el TAM y
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en el musculo (Puigserver et al., 1998), el ejercicio fisico en el musculo (Goto et al.,
2000) y el ayuno en el higado (Yoon et al., 2001). A nivel molecular, el PGC-1a es una
proteina que no tiene capacidad de unirse al ADN, pero puede modular la expresion
de algunas proteinas implicadas en el proceso de biogénesis mitocondrial a través de
su interaccion con los factores de transcripcién implicados: el PGC-la tiene la
capacidad de coactivar la actividad transcripcional de NRF-1, e inducir a su vez la
expresion del NRF-1, del NRF-2 y del TFAM (Wu et al.,, 1999). Ademas, este
coactivador también puede interaccionar con miembros de la superfamilia de
receptores nucleares, como el PPAR-y (receptor activado por proliferadores
peroxisomales gamma) (Puigserver et al., 1998), el receptor de glucocorticoides (Knutti
et al., 2000), el receptor de hormonas tiroideas (Puigserver et al., 1998) y el receptor

de estrégenos (Tcherepanova et al., 2000).

Mas recientemente, se han descrito otros coactivadores homdlogos al PGC-1a,
el PGC-1B y el PRC (coactivador relacionado con el PGC) que, en combinacion con la
funcion del PGC-1a, podrian tener un papel significativo en la biogénesis mitocondrial
en el TAM y en la de otros tejidos (Andersson and Scarpulla, 2001; Lin et al., 2002;
Scarpulla, 2002).

1.2.4. Trafico intracelular de proteinas a la mitocondria

Las proteinas mitocondriales codificadas en el nicleo son importadas a la
mitocondria mediante un complejo sistema de transporte. Entre estas proteinas
podemos destacar las relacionadas con el metabolismo mitocondrial, con el
ensamblaje y el mantenimiento de la estructura de las proteinas mitocondriales, asi
como toda la maquinaria responsable de la expresién y la replicacion del ADNmt
(Neupert, 1997). Las proteinas mitocondriales que son sintetizadas en el citoplasma
tienen en su secuencia un péptido sefial en el extremo N-terminal, de carga neta
positiva y que adopta una estructura de hélice a. Dicha estructura, que sélo es
necesaria para el transporte de la proteina, es eliminada al final del proceso (Hammen
and Weiner, 1998). El potencial de membrana es bésico para transportar las proteinas
en las inmediaciones de la mitocondria (Martin et al., 1991), para su desplegamiento,
previo al proceso de internalizacion (Huang et al., 2002) y para estimular la actividad
de translocasas que faciliten el paso de la proteina a través de la membrana

mitocondrial interna (Truscott et al., 2003).
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1.2.5. La cardiolipina. Un nexo de unién entre la estructura, la funcién y la

biogénesis mitocondrial

La cardiolipina es un glicerofosfolipido dimérico que posee 4 &cidos grasos en
su estructura (Lecocq and Ballou, 1964), ubicado mayoritariamente en la membrana
mitocondrial interna y en sistemas membranosos que precisen un mantenimiento de
un gradiente protonico que asegure el desarrollo de la fosforilacion oxidativa (Schlame
et al.,, 2000). La cardiolipina se mantiene durante el ciclo vital de la mitocondria
(Haines and Dencher, 2002), aunque hay estudios que han descrito que los niveles de
cardiolipina se reducen durante el envejecimiento celular (Maftah et al., 1994; Paradies
and Ruggiero, 1990, 1991) y en respuesta a un estado de estrés oxidativo (Ames et
al., 1995).

La cardiolipina parece jugar un papel fundamental tanto en la estructura como
en la funcién mitocondrial: estabiliza la membrana mitocondrial interna (Haines and
Dencher, 2002; Koshkin and Greenberg, 2002) y modula la actividad de varios
complejos de la cadena respiratoria, asi como los transportadores de ATP/ADP, de
fosfato y de piruvato (Gohil et al., 2004; Schlame et al., 2000). No hay evidencias
directas acerca del papel de la cardiolipina sobre la biogénesis mitocondrial, aunque
se ha sugerido que podria participar en el anclaje inicial de las proteinas que van a ser
transportadas al interior de la mitocondria facilitando la interaccién de la proteina con
la maquinaria de transporte (Leenhouts et al., 1995), el procesamiento y la integracion

de las proteinas en la membrana mitocondrial interna (Schlame et al., 2000).

1.2.6 EI modelo de subpoblaciones mitocondriales como herramienta para el

estudio de la biogénesis mitocondrial

Aunque la estructura mitocondrial basica es muy caracteristica, existen
diferencias morfologicas en funcién de la especie, del tipo de tejido y célula, del grado
de actividad metabdlica y del estado fisiolégico y patolégico (Duchen, 2004). Varios
estudios han demostrado que la poblacion mitocondrial de TAM (Puigserver et al.,
1991, 1992), de higado (Loud, 1968) y de musculo (McMillin-Wood et al., 1980) es
heterogénea y, de hecho, incluso en una misma célula existe diversidad mitocondrial,

tanto a nivel morfolégico como funcional (Collins et al., 2002).

La poblacion mitocondrial puede ser subdividida en varias subpoblaciones o
fracciones mediante centrifugacion diferencial, un tipo de técnica ampliamente utilizada

para aislar de forma sencilla células y organulos a partir de sus propiedades fisicas,

10



Introduccion

como la masa, el tamafio, la densidad y la forma. Asi, en funcion de la velocidad de
sedimentaciéon empleada en el aislamiento, las fracciones han sido comunmente
denominadas pesada, media y ligera (Gianotti et al., 1998; Lanni et al., 1996;
Matamala et al., 1996; Moreno et al., 1994).

CENTRIFUGACION DIFERENCIAL

TAM

Pesada

Figura 2. Esquema del proceso de aislamiento de fracciones mitocondriales de tejido adiposo
marrén mediante centrifugacion diferencial.

En la rata, las subpoblaciones mitocondriales aisladas de TAM responden de
distinta forma frente a estimulos fisiol6gicos o patologicos tales como el ayuno, la
exposicion y la aclimatacion al frio o la obesidad inducida por la sobrealimentacién. La
exposicion al frio provoca un aumento de la capacidad oxidativa y del
desacoplamiento, respuesta que es muy evidente en las subpoblaciones ligeras
cuando la exposicion al estimulo es aguda, o en las pesadas cuando el tiempo de
exposicion se prolonga (Moreno et al., 1994). En contraste, el ayuno produce una
disminucién de la capacidad termogénica, con un patrén de respuesta dependiente del
tiempo de exposicion al estimulo semejante al observado en la exposicion al frio
(Gianotti et al., 1998). La obesidad dietética, inducida por la ingestion voluntaria de una
dieta hipercaldrica (dieta de cafeteria), produce una falta de respuesta termogénica de
la fraccién mitocondrial ligera frente al ayuno (Matamala et al., 1996).

11
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También las subpoblaciones mitocondriales aisladas a partir de higado de rata
han mostrado diferencias en sus caracteristicas morfolégicas y funcionales (Lanni et
al., 1996; Venditti et al., 2002) y, de manera semejante a lo descrito en TAM, también
responden de forma diferencial a estimulos como la exposicion al frio (Goglia et al.,
1983; Venditti et al., 2004) o el tratamiento con hormonas tiroideas (Goglia et al.,
1986).

Estas evidencias han servido como base para el desarrollo de un
planteamiento que relacionaria el modelo de subpoblaciones mitocondriales y el
proceso de biogénesis mitocondrial, de tal manera que las fracciones ligeras podrian
ser formas de transicion precursoras de las fracciones mas pesadas en el proceso de
diferenciacion (Gianotti et al., 1998; Koekemoer and Oelofsen, 2001; Lanni et al.,
1998).

1.3. Dimorfismo sexual en el balance energético. Implicacion de las hormonas

sexuales

El balance energético es una situacion de equilibrio entre la ingesta y el gasto
energeético, constituido este Ultimo por la energia necesaria para el mantenimiento del
metabolismo basal, la actividad fisica y la termogénesis facultativa o adaptativa. El
control del balance energético esta estrechamente ligado con la regulacién del peso
corporal, ya que cuando el gasto energético es similar a la ingesta, el peso corporal se
mantiene mas o0 menos constante, mientras que si el gasto es inferior, el excedente de
energia es almacenado como grasa y, por tanto, se tiende a ganar peso corporal; si la
situacion de desequilibrio se prolonga, se puede instaurar un sobrepeso manifiesto
que puede desembocar en obesidad (Levine, 2003). Existen diferencias en la
distribucion del tejido adiposo entre hombres y mujeres (Bjorntorp, 1996), ya que en
las mujeres el deposito mas importantes esta localizado en la region gluteo-femoral,
mientras que en los hombres esta en la region abdominal (Rodriguez-Cuenca et al.,
2001). Esta distinta distribucion entre géneros esta acompafnada de diferencias en la
funcionalidad de cada depésito, tanto en el almacenamiento, como en la movilizacion y
en la oxidacion de acidos grasos (Blaak, 2001), asi como también en la distinta
incidencia de patologias secundarias asociadas al sobrepeso y la obesidad (Bjorntorp,
1997).

El TAM, principal efector de la termogénesis facultativa o adaptativa en
pequefios mamiferos y recién nacidos, muestra un claro dimorfismo asociado al

género en su funcionalidad. Las ratas hembra presentan una mayor capacidad
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termogénica, con un contenido de proteina mitocondrial y de UCP1 superior que en los
machos. Estas diferencias podrian estar relacionadas con un menor umbral de
activacion termogénica en las hembras, ya que las diferencias entre géneros
desaparecen cuando los animales son expuestos al frio (Quevedo et al., 1998). Ante
una situacion de sobrealimentacion cronica, las ratas hembra adultas tienen una
menor respuesta termogénica que los machos (Gianotti et al., 1988; Roca et al., 1999),
comportamiento que es independiente del periodo de crecimiento de los animales, ya
gque se da tanto en animales jovenes (Rodriguez et al., 2001) como en adultos (Roca
et al., 1999).

Las diferencias descritas entre géneros podrian ser debidas a un entorno
hormonal distinto y, en concreto, al efecto directo o indirecto de las hormonas
sexuales. De hecho, algunos estudios in vivo han puesto de manifiesto que la
deficiencia en estrogenos en las ratas hembra esta relacionada con una menor
expresion de la UCPl en el TAM (Pedersen et al., 2001), mientras que la
administracion de testosterona a ratas macho no produce efectos significativos sobre
la termogénesis (Abelenda et al., 1992). In vitro, se ha descrito un efecto directo y
diferencial del 17B-estradiol, la testosterona y la progesterona en la adipogénesis, la
expresion de la UCP1 y la actividad lipolitica en adipocitos marrones: las células
tratadas con estré6genos y progestagenos muestran unos adipocitos con una mayor
capacidad termogénica y actividad lipolitica, en cambio, el tratamiento con
testosterona produce una menor diferenciacion de los adipocitos, con una expresion

de UCP1 y una actividad lipolitica inferior (Monjo et al., 2003; Rodriguez et al., 2002).

El higado es el 6rgano que ocupa un lugar central en el metabolismo
intermediario y es clave en el balance energético global; en pequefios roedores es el
responsable de, al menos, un 20% de la tasa metabdlica basal aunque representa
Unicamente un 4% del peso corporal (Jansky, 1965). En algunos estudios aislados se
han descrito diferencias entre ratas macho y hembra tanto en la regulacion de la
expresion génica (Ahluwalia et al., 2004) como en el contenido de proteinas de origen
nuclear (Laz et al., 2004), aunque estos resultados aun no se ha relacionado con
diferencias entre ambos géneros en la funcionalidad del tejido hepatico. A nivel
mitocondrial, se ha observado que las ratas hembra consumen mas oxigeno en los
distintos estados respiratorios (Valle et al., 2005) y que generan menos especies
reactivas de oxigeno, hecho que podria estar asociado a una mayor capacidad

antioxidante mitocondrial (Borras et al., 2003).
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Los estudios sobre la implicacion de las hormonas sexuales en el metabolismo
energético hepatico, sobre todo a nivel mitocondrial, son muy escasos. Algunos
experimentos in vivo han puesto de manifiesto que las mitocondrias de ratas hembra
ovarectomizadas generan mas especies reactivas de oxigeno, llegando a mostrar
niveles similares a los machos (Borras et al., 2003). Por otra parte, los resultados
obtenidos en estudios in vitro con hepatocitos en cultivo tratados con estradiol han
demostrado un aumento de la expresion del genoma mitocondrial y de la actividad de
la cadena respiratoria (Chen et al.,, 1998), efecto que es bloqueado por un
antiestrogénico especifico (Chen et al., 1999). Ademas, la deteccion en el ADNmt de
secuencias putativas de unidon a estrégenos (Demonacos et al., 1996; Sekeris, 1990),
2) y la localizacién en la mitocondria de las distintas isoformas de los receptores de
estrdgenos, asi como su implicaciéon en la respuesta al tratamiento con estradiol (Chen
et al., 2004a, 2004b), son hallazgos que sugieren un papel significativo de las
hormonas sexuales, en particular de los estrogenos, en el metabolismo energético del

higado a nivel mitocondrial (Chen and Yager, 2004).
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2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Este estudio estd enmarcado en un proyecto mas amplio desarrollado por el
Grupo de Investigacion de Metabolismo Energético y Nutricion, del Departament de
Biologia Fonamental i Ciéncies de la Salut de la Universitat de les llles Balears,
basado en el estudio morfolégico y funcional de la mitocondria como centro del
metabolismo energético, asi como el andlisis de algunos factores implicados en la

regulacién de la biogénesis mitocondrial.

El objetivo principal de este trabajo se ha centrado en el estudio de las
diferencias entre ratas macho y hembra en la morfologia, la funcion y la biogénesis
mitocondrial del tejido adiposo marrén (TAM), principal efector de la termogénesis
facultativa o adaptativa, y del higado, 6érgano clave en el metabolismo intermediario y

energético.

La biogénesis mitocondrial es un proceso clave en el funcionamiento celular,
gue consta, a su vez, de dos procesos distintos e intimamente ligados: la proliferacion
mitocondrial que consiste en el aumento del nUmero de mitocondrias por célula, y la
diferenciacion mitocondrial, mediante la cual el orgdnulo adquiere las caracteristicas
estructurales y funcionales adecuadas para el desarrollo de las funciones especificas
de los distintos tipos celulares (Nisoli et al., 2004). En la presente tesis se ha utilizado
como herramienta para el estudio de la biogénesis mitocondrial el fraccionamiento de
la poblacion mitocondrial en diferentes subpoblaciones, utilizando la centrifugacion
diferencial como técnica separativa (Koekemoer and Oelofsen, 2001; Lanni et al.,
1996; Moreno et al., 1994). Trabajos previos, realizados en nuestro laboratorio, habian
descrito que las subpoblaciones mitocondriales de TAM presentan una respuesta
funcional distinta ante diferentes situaciones fisioldgicas, como son la exposicion al frio
(Moreno et al., 1994), el ayuno (Gianotti et al., 1998) o la obesidad dietética inducida
por la manipulacion de la dieta (Matamala et al., 1996). Con estos antecedentes, nos
planteamos si este comportamiento dependia de las caracteristicas funcionales
propias de cada una de las subpoblaciones. Por ello, el primer objetivo de la presente
tesis ha sido caracterizar las subpoblaciones mitocondriales de TAM, con la finalidad
de conocer las propiedades morfologicas y funcionales (capacidad aerébico-oxidativa,
fosforilativa, termogénica y antioxidante) de cada una de ellas. Los resultados de este
primer estudio y su significado estan detallados en el Manuscrito | (Justo et al., 2005).

Estudios precedentes, habian puesto de manifiesto la existencia de un claro

dimorfismo asociado al género en la capacidad termogénica mitocondrial en el TAM.
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Las ratas hembra mostraban un mayor gasto energético, asociado a una mayor
capacidad oxidativa y termogénica, con mitocondrias de mayor tamafio y con una
mayor densidad de crestas que los machos (Rodriguez-Cuenca, et al. 2002, ver
Anexo). Estos resultados, constituyen el punto de partida del segundo objetivo de la
presente tesis, centrado en analizar si las diferencias morfofuncionales observadas
entre ambos géneros a nivel mitocondrial, se reflejan en diferencias en el proceso de
biogénesis mitocondrial. Para el desarrollo de este objetivo se han utilizado las
subpoblaciones mitocondriales como herramienta de estudio de la biogénesis y se ha
llevado a cabo el analisis del tamafio mitocondrial, del estado energético, de la
capacidad oxidativa, fosforilativa y termogénica, y de factores reguladores de la
expresion del genoma mitocondrial, con la finalidad de estimar el grado de
diferenciacion mitocondrial. Los resultados obtenidos en este estudio y las principales

conclusiones se presentan en los Manuscritos Il (Justo et al., 2005) y IIl.

Como complemento al estudio llevado a cabo en el TAM, que tiene una funcién
muy especializada, la termogénesis facultativa, se ha planteado como tercer objetivo
determinar si también el higado, 6érgano que tiene un papel central en la distribucion de
nutrientes y en el control de la homeostasis energética global, presentaba patrones
distintos entre ambos géneros en la morfologia y en la funcién mitocondrial, asi como
en el proceso de biogénesis, utilizando un disefio experimental muy semejante al
planteado en el segundo objetivo. Los resultados més relevantes y las conclusiones

obtenidas en este estudio aparecen en el Manuscrito IV (Justo et al., 2005).

A continuacion se presenta la metodologia que se ha utlizado para la

consecucion de los objetivos propuestos en los distintos estudios efectuados:

. Determinaciones biométricas de los animales vy tejidos objeto de

experimentacion.

. Fraccionamiento mitocondrial por centrifugacién mitocondrial para la obtencién

de la subpoblacién pesada M1 a 1.000xg, media M3 a 3.000xg y ligera M8 a

8.000xg.
. Determinacion del contenido en proteina total y mitocondrial.
. Cuantificacién del contenido en ADN total como indicador del nimero de

células o de la contaminacién por nudcleos.

18



Objetivos y planteamiento experimental

. Determinacion del contenido en mitocondrias mediante la cuantificaciéon del
ADNmMmMt.
. Estudio ultraestructural y morfométrico mitocondrial por medio del andlisis de

imagenes obtenidas por microscopia electrénica de transmision.

. Determinacién de la capacidad mitocondrial aerébico-oxidativa y oxidativa
mediante el analisis de la actividad de los enzimas citrato sintasa (CS; EC
4.1.3.7) y citocromo c oxidasa (COX; EC 1.9.3.1) y fosforilativa, a través de la
ATP sintasa (ATPasa; EC 3.6.1.3).

. Evaluacién de la capacidad antioxidante mitocondrial a través de la
determinacion de la actividad de los enzimas glutation peroxidasa (GPx; EC
1.11.1.9) y superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1).

. Determinacion de actividades enzimaticas indicadoras de la presencia de
organulos subcelulares en las fracciones mitocondriales M1, M3 y M8: catalasa
(CAT; EC 1.11.1.6) de peroxisomas, 5-nucleotidasa (5-ND; EC 3.1.3.5) de
membrana celular, lactato deshidrogenasa (LDH; EC 1.1.1.27) de citoplasma y

fosfatasa acida (PA; EC 3.1.3.2) de lisosomas.

. Andlisis del potencial de membrana y de los niveles de cardiolipina

mitocondriales mediante citometria de flujo.

. Determinacion de la capacidad respiratoria mitocondrial por respirometria de

alta resolucion.

. Determinacion de la capacidad termogénica a través de la cuantificacion de los
niveles de UCP1.

Para el desarrollo del proyecto de la presente tesis el doctorando obtuvo una
beca del Pla de Formacié de Personal Investigador de la Conselleria d‘Innovacio i
Energia del Govern de les llles Balears (convocatoria del 2000), que incluyé ayudas
para dos estancias cientificas en la Unitat de Biofisica del Departament de Ciéncies
Fisiologiques Il de la Universitat de Barcelona, en el ultimo trimestre de los afios 2002
y 2003.
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Abstract

Gender-related differences in the morphology and functionality of rat brown
adipose tissue (BAT) mitochondrial fractions have been previously described, where
females contain larger mitochondria accompanied by both higher oxidative and
thermogenic capacities. The aim of this study has been focused to go deeply into
gender differences in BAT mitochondrial thermogenic characteristics, using
mitochondrial fractions as a tool to study mitochondrial biogenesis. Heavy (M1),
medium (M3) and light (M8) mitochondrial fractions were isolated by means of
differential centrifugation steps at 1000xg, 3000xg and 8000xg, respectively. Then,
uncoupling protein 1 (UCP1), mitochondrial membrane potential in active respiration,
cardiolipin and mitochondrial transcription factor A (TFAM) protein levels, were
measured. Results showed more uncoupled mitochondria in female rats, with an
enhanced structural organization and higher tendency of mtDNA transcription than
males, which was especially evident in the heavy mitochondrial fraction. Our results
suggest the existence of a less-differentiated pool, with similar characteristics in male
and female rats, which diverges during mitochondrial differentiation in a gender-
dependent way, leading to highly-differentiated mitochondria in females. Therefore,

differences in mitochondrial biogenesis pattern between genders could be suggested.
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4, RECAPITULACION

Los estudios llevados a cabo en la presente tesis se sustentan en tres aspectos
bésicos:

1) La heterogeneidad de la poblacion mitocondrial y la posibilidad de ser
fraccionada en distintas subpoblaciones que difieren en sus caracteristicas
morfologicas y funcionales.

2) Las diferencias entre géneros en la funciébn mitocondrial del tejido
adiposo marron y del higado de rata.

3) La utilidad del modelo de subpoblaciones mitocondriales como

herramienta para el estudio de la biogénesis mitocondrial.

Se ha descrito previamente que las subpoblaciones mitocondriales del TAM —
fraccion pesada, media y ligera — tienen una respuesta termogénica distinta en funcién
del tipo de estimulo fisiologico al que se ven sometidas, como la exposicién al frio
(Moreno et al., 1994), el ayuno o la sobreingesta (Gianotti et al., 1998; Matamala et al.,
1996). También existe un patrén comdn en la respuesta a dichas situaciones en
funcién de la duracién del estimulo: si el estimulo es agudo la respuesta termogénica
se refleja en cambios que afectan especialmente a la fraccion mitocondrial ligera
(Gianaotti et al., 1998; Matamala et al., 1996; Moreno et al., 1994), mientras que si el
estimulo es cronico la respuesta se hace patente en la fraccién pesada (Gianotti et al.,
1998; Moreno et al., 1994). Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que
este comportamiento estaria asociado a diferencias en las caracteristicas
morfofuncionales de cada una de las fracciones mitocondriales: por una parte, la
fraccion pesada contiene mitocondrias mas grandes y que presentan una mayor
capacidad termogénica, aerébico-oxidativa, fosforilativa y antioxidante; por el contrario,
la fraccion ligera es la que contiene las mitocondrias mas pequefias y con unas
menores capacidades. Los parametros analizados, indicadores en su conjunto del
grado de diferenciacion mitocondrial revelarian, por tanto, una mayor diferenciacion en
la subpoblacion mas pesada en comparacion con la subpoblacion ligera. Si
relacionamos estos resultados con la distinta respuesta a los estimulos fisioldgicos
estudiados, podemos deducir que las fracciones menos diferenciadas responderian a
estimulos de tipo agudo, mientras que las mas diferenciadas lo harian frente a
estimulos de tipo cronico. Por tanto, las mitocondrias de la fraccion ligera estarian
ligadas a un patron de funcionalidad mas dinamico, con mayor flexibilidad metabdlica
que las mitocondrias mas pesadas. Nuestros resultados también reforzarian la

hipétesis que relaciona el modelo de subpoblaciones mitocondriales con la biogénesis
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mitocondrial y, mas concretamente, con el proceso de diferenciacién, en el cual las
mitocondrias de la fraccion ligera serian las precursoras de las fracciones pesadas
(Gianotti et al., 1998; Koekemoer and Oelofsen, 2001; Lanni et al., 1998).

Numerosos estudios realizados en nuestro laboratorio habian puesto de
manifiesto importantes diferencias entre ambos géneros en la funcién termogénica del
TAM (Quevedo et al., 1994; Roca et al., 1999; Rodriguez et al., 2001a, 2001b). Mas
recientemente, se ha constatado que las ratas hembra presentan un mayor gasto
energético global que los machos, diferencia que podria ser debida, al menos en parte,
a una mayor actividad del TAM, principal efector de la termogénesis facultativa; asi, las
ratas hembra presentan un mayor porcentaje de este tejido respecto a su peso
corporal, un mayor contenido en proteina total y mitocondrial, ademas de una mayor
capacidad oxidativa y termogénica que los machos. Estas diferencias funcionales
también son evidentes a nivel morfoldgico, ya que las hembras presentan mitocondrias
mas grandes y con una mayor densidad de crestas (Rodriguez-Cuenca, et al. 2002,
ver Anexo). El andlisis de las distintas subpoblaciones mitocondriales de TAM
realizado en la presente tesis, ha puesto de manifiesto que la fraccién ligera, que como
se ha comentado anteriormente esta constituida por mitocondrias menos
diferenciadas, es similar en ambos géneros, tanto en sus caracteristicas morfoldgicas
como funcionales. En cambio, la fraccion pesada muestra diferencias importantes
entre géneros, con una mayor capacidad oxidativa y termogénica en las hembras, que
se traduce en una mayor maquinaria respiratoria y termogénica por mitocondria, muy
evidente en el andlisis morfoldgico, y que se pone de manifiesto con mitocondrias de
mayor tamafio. Todas estas caracteristicas, que sugieren un mayor grado de
diferenciacion de las mitocondrias de la fraccibn pesada en las hembras, estan
acompafadas de unos niveles superiores del factor de transcripcion TFAM, parametro
indicativo de una mayor tendencia a la transcripcion del ADNmt. Los machos no
alcanzan tal grado de diferenciacion, aunque muestran una fraccién mitocondrial
pesada con un mayor contenido en ADNmt, resultado que sugiere un mayor numero
de mitocondrias y, probablemente, una mayor tasa de proliferacién mitocondrial. En su
conjunto, las diferencias en las caracteristicas mitocondriales del TAM descritas entre
ambos géneros, podrian ser atribuidas a la existencia de una subpoblacion
mitocondrial altamente diferenciada en las hembras, hecho que podria ser indicativo

de un proceso de biogénesis mitocondrial distinto entre ambos géneros.

Por otra parte, hemos demostrado que un érgano como el higado, basico en el

mantenimiento del balance energético global (Jansky, 1965; Ramsey et al., 2000),
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también presenta marcadas diferencias entre géneros en la funcion mitocondrial, con
una capacidad y eficiencia de oxidacion de sustratos mayor en las ratas hembra. Estas
diferencias no se acompafan de cambios importantes ni en el tamafio, ni en el nimero
de mitocondrias, sino que son debidas fundamentalmente a un incremento de la
magquinaria funcional por mitocondria en las hembras. Este hecho podria
correlacionarse con una mayor expresion del genoma mitocondrial, tal y como se
deduce de los niveles més altos de TFAM en las ratas hembra. Por tanto, el analisis de
las subpoblaciones mitocondriales hepéaticas ha puesto de manifiesto un
comportamiento similar al del TAM, ya que las diferencias observadas en las
caracteristicas funcionales de las mitocondrias hepaticas también se hacen patentes
principalmente en la fraccibn mitocondrial pesada, con mitocondrias mucho mas
diferenciadas en las hembras, lo cual sugiere también diferencias en el proceso de

biogénesis mitocondrial a nivel del tejido hepatico.

Aunque la finalidad de la diferenciacion mitocondrial en el higado y en el TAM
es muy distinta (en el higado la diferenciacion tiene como objetivo adquirir una mayor
maquinaria respiratoria para una sintesis mas eficiente de ATP, mientras que en el
TAM consistiria en aumentar la capacidad de generacion de calor en detrimento de la
sintesis de ATP), el estudio llevado a cabo en esta tesis ha puesto de manifiesto que
las diferencias entre géneros en las caracteristicas morfofuncionales de las
subpoblaciones mitocondriales son similares en ambos tejidos: una subpoblacién
mitocondrial poco diferenciada con propiedades comunes en ambos géneros, y otra
subpoblacién con mitocondrias mucho mas diferenciadas en las hembras. EI modelo
de subpoblaciones ha puesto de manifiesto una clara divergencia en el proceso de
diferenciacion mitocondrial entre géneros, tanto en el TAM como en el higado, lo que
sugeriria, en primer lugar, una distinta evolucion de dicho proceso entre machos y
hembras y, en segundo lugar, un factor comdn a ambos tejidos que influiria en la
regulacién del proceso de biogénesis mitocondrial. En este sentido, las hormonas
sexuales podrian ser los candidatos idéneos para cumplir las dos premisas indicadas,
ya que existen evidencias que sefialan el efecto de las hormonas sexuales y, en
particular los estrégenos, sobre la regulacion del metabolismo energético mitocondrial
en el TAM y en el higado, tanto en experimentos in vivo (Abelenda et al., 1992; Borras
et al., 2003; Pedersen et al., 2001) como in vitro (Chen and Yager, 2004; Monjo et al.,
2003; Rodriguez et al., 2002).

Como conclusién, el conjunto de resultados obtenidos en el desarrollo de esta

tesis, han demostrado diferencias importantes entre ambos géneros en la funcién y la
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biogénesis mitocondrial, tanto en el TAM como en el higado. Estos resultados pueden
ser el punto de partida para el estudio en humanos de la distinta incidencia entre
géneros de diversas patologias, que tienen como origen defectos en el metabolismo
energético mitocondrial, y la elaboracion de protocolos especificos para tratamientos

que tengan como diana terapéutica la mitocondria.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion de las subpoblaciones mitocondriales del tejido adiposo
marrén ha puesto de manifiesto diferencias importantes tanto en sus
propiedades morfoldégicas como funcionales. Las mitocondrias de la
subpoblacion pesada, en comparacion con las mitocondrias de la ligera, son
mas grandes y con un mayor contenido en proteina, ademas de una capacidad
aerdbico-oxidativa, termogénica y antioxidante superior. Todas estas
caracteristicas son ilustrativas de un mayor grado de diferenciacién de las
mitocondrias de la subpoblacion pesada en comparacion con la ligera, la cual

se corresponderia con las mitocondrias menos diferenciadas.

Las mitocondrias menos diferenciadas responderian a estimulos fisiolégicos
agudos, mientras que las mas diferenciadas lo harian frente a estimulos
cronicos. Las mitocondrias de la subpoblacion ligera estarian ligadas a un
patron de funcionalidad mas dinamico, con mayor flexibilidad metabdlica que
las mitocondrias de la subpoblacion mas pesada. Las subpoblaciones
mitocondriales son una buena herramienta para el estudio de la biogénesis
mitocondrial, ya que nuestros resultados también reforzarian la hipotesis que
relaciona el modelo de subpoblaciones con la biogénesis mitocondrial y, mas
concretamente, con el proceso de diferenciacion, en el cual las mitocondrias de

la subpoblacioén ligera serian las precursoras de las subpoblaciones pesadas.

El andlisis de las propiedades morfofuncionales de las distintas subpoblaciones
mitocondriales estudiadas en el tejido adiposo marrén, ha puesto de manifiesto
un claro dimorfismo sexual. En concreto, la subpoblacion ligera esta constituida
por mitocondrias menos diferenciadas y que presentan caracteristicas similares
en ambos géneros. Por el contrario, la subpoblacion pesada muestra una
mayor capacidad oxidativa y termogénica en las hembras, acompafiada de una
mayor tendencia a la transcripcién del ADNmt, que se traduce en una mayor
maquinaria respiratoria y termogénica por mitocondria y que se pone de
manifiesto con mitocondrias de mayor tamafio. La subpoblacion pesada seria
la principal responsable de la mayor capacidad termogénica que ha sido

descrita en este tejido en ratas hembra.

Las diferencias en las caracteristicas mitocondriales del tejido adiposo marrén

descritas entre ambos géneros, podrian ser atribuidas a la existencia de una
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subpoblacién mitocondrial altamente diferenciada en las hembras, hecho que
podria ser indicativo de un proceso de biogénesis mitocondrial distinto entre

ambos géneros.

El higado también presenta marcadas diferencias entre géneros en la funcion
mitocondrial, con una capacidad y eficiencia de oxidacion de sustratos mayor
en las ratas hembra. Estas diferencias son debidas, fundamentalmente, a un
incremento de la maquinaria funcional por mitocondria, que probablemente se
acompafia de una mayor expresion del genoma mitocondrial. El analisis de las
subpoblaciones mitocondriales hepéaticas ha puesto de manifiesto un
comportamiento similar al del tejido adiposo marrén, ya que las diferencias
observadas también se hacen patentes principalmente en la subpoblacion
mitocondrial pesada, con mitocondrias mucho mas diferenciadas en las
hembras. Esto sugiere diferencias en el proceso de biogénesis mitocondrial
también a nivel del tejido hepatico.

Los resultados obtenidos indican que las diferencias entre géneros en las
caracteristicas morfofuncionales de las subpoblaciones mitocondriales son
similares en tejido adiposo marrén e higado: una subpoblacién mitocondrial
poco diferenciada con propiedades comunes en ambos géneros, y otra
subpoblacion con mitocondrias mucho mas diferenciadas en las hembras. Por
tanto, el modelo de subpoblaciones ha puesto de manifiesto una divergencia en
el proceso de diferenciacion mitocondrial entre ambos géneros, tanto en el
tejido adiposo marrén como en el higado, lo que sugeriria, en primer lugar, una
distinta evolucion de dicho proceso entre machos y hembras y, en segundo
lugar, un factor comin a ambos tejidos que influiria en la regulacién del
proceso de biogénesis mitocondrial. En este sentido, las hormonas sexuales

podrian ser los candidatos idoneos para cumplir estas dos premisas.
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