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Resumen

Las mitocondrias tienen gran importancia debido a las funciones esenciales
gue realizan en la célula como es la generacion de ATP y respiracion celular. Dichas
funciones son llevadas a cabo por los complejos que integran la cadena de transporte
de electrones CTE mediante reacciones de oxido- reduccion. Debido a esto, se
consideran una de las principales generadoras de Especies reactivas de oxigeno
ERO, las cuales son moléculas producidas continuamente como subproductos del
metabolismo aerobio de los organismos, y al generarse una alta produccion pueden
dafar biomoléculas importantes como el ADN, lipidos y proteinas, generar estrés
oxidativo y ademés de desencadenar un proceso de muerte celular conocido como
apoptosis.

No obstante, los antioxidantes son compuestos que ayudan a neutralizar la
produccién de ERO por lo tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
antioxidante de la polidatina, en la produccion de ERO vy la actividad de los cuatro
complejos de la CTE, utilizando mitocondrias de higado de rata sujetas a estrés
oxidativo inducido por Fe?*. La polidatina es un polifenol que ha tenido gran relevancia
en los ultimos afios por sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios en enfermedades
cronico degenerativas. Los resultados mostraron ese efecto antioxidante de la
polidatina al restablecer la actividad de los cuatro complejos de la CTE incluso a
niveles iguales o mayores al control. En el complejo I, la actividad aument6 1.98
veces, 1.43 veces en el complejo I, 4.88 veces en el complejo 1l 'y 2.65 en el caso
del complejo IV. En condiciones de Fe?* y polidatina. Con base a estos resultados se
puede argumentar que la polidatina disminuyé la generacion de ERO y restablecié la
actividad de los cuatro complejos de la CTE, lo que resalta la capacidad antioxidante

y protectora de esta molécula en mitocondrias sujetas al estrés oxidativo.
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Introduccion

Las mitocondrias son organulos complejos de doble membrana que desempefian
distintas funciones como el metabolismo energético, la homeostasis de calcio, la
supervivencia y la muerte celular. No obstante, su principal funcidon es generar la
mayor parte de la demanda energética de la célula mediante la produccion de ATP a
través de la fosforilacion oxidativa.

El metabolismo celular comprende la utilizacion de carbohidratos, grasas y
proteinas con el fin de obtener energia mediante algunos procesos como el
catabolismo de la glucosa, la B-oxidacion de &cidos grasos, y la desaminacion
oxidativa de los aminoacidos. Asimismo, las moléculas provenientes de estos
procesos se utilizan en el ciclo de Krebs para generar sustratos que ingresen a la
cadena transportadora de electrones (CTE) y se lleve a cabo la fosforilacion oxidativa.
A grandes rasgos, la CTE se encuentra embebida en de la membrana interna de la
mitocondria (MIM) y esté constituida por cuatro complejos proteicos. Parte de la CTE
esta en contacto con la matriz mitocondrial donde se lleva a cabo el ciclo de Krebs,
en el que se genera NADH y FADH2. Estas coenzimas reducidas donan electrones a
la CTE en los complejos | y I, respectivamente. Los electrones donados por el NADH
y el FADH: se transfieren a la coenzima Q (CoQ), un transportador liposoluble de
electrones, a través de los complejos | y Il, respectivamente. La CoQ reducida
generada por los complejos | y Il transfiere sus electrones al complejo Il mediante
una oxidacion bifurcada llevada a cabo por un centro Fe-S del complejo Ill. Uno de
los electrones reduce a una molécula de CoQ y el electrén restante es transferido a
la subunidad citocromo c1. Esta subunidad es la encargada de reducir al citocromo c,
el cual es una proteina de transporte de electrones entre el complejo Il y el complejo
IV. A su vez, este Ultimo complejo une oxigeno molecular y lo reduce a H20 con los
electrones obtenidos de la oxidacion del citocromo c. La energia obtenida por la
transferencia de electrones en los complejos |, Ill y IV se utiliza para generar un
gradiente electroquimico de H* a través de la MIM, cuya energia es utilizada por una
FiFo ATP sintasa en la MIM para la sintesis de ATP a partir de ADP vy fosfato (Pi)
(Nolfi-Donegan et al., 2020).

El flujo de electrones en la CTE puede disminuir por el dafio oxidativo en las
proteinas de la CTE, en el ADN mitocondrial y en la MIM, dando lugar a la fuga de



electrones de los centros redox de los complejos y su reaccion con el Oz para producir
al radical superoxido (O2™) y otras especies reactivas del oxigeno (ERO) secundarias.
Aproximadamente del 0.2% al 2% del oxigeno consumido por las células es
convertido por las mitocondrias en ERO, haciendo de la CTE el principal sitio de
producciéon de ERO en las células (Paradies, 2014). Las ERO se consideran
subproductos toxicos del metabolismo aerébico y la causa principal del dafio
macromolecular. Las ERO generadas en la CTE pueden causar dafio en sus propias
proteinas y en la MIM, lo que genera un circulo vicioso de mayor produccién de ERO
y menor produccion de ATP. A su vez, la sobreproduccion de ERO estimula procesos
gue dafan a los tejidos en diversas enfermedades crénico-degenerativas como es el
caso de la diabetes, la hipertension, el cancer, el sindrome metabdlico, el

envejecimiento, etc. (Paradies, 2014).

A este respecto, se han identificado algunos compuestos con accién
antioxidante en plantas que se utilizan en la medicina tradicional en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo mitocondrial. Un ejemplo es la
polidatina, también llamada Piceid, la cual es proveniente de la planta Polygonum
cuspidatum Sieb. Se ha comprobado que la polidatina a través de sus propiedades
antiinflamatorias, antiapoptoticas y antioxidantes tiene un efecto protector en diversas
enfermedades como la diabetes, trastornos del aprendizaje, discapacidades
cardiacas, isquemia cerebral, dafio hepatico, asi como en otras enfermedades
neurodegenerativas (Koneru et al., 2017). Sin embargo, no es claro si el efecto
protector de la polidatina contra el dafio mitocondrial en condiciones de estrés
oxidativo esté relacionado directamente con la proteccién de la actividad de los
complejos de la CTE contra el estrés oxidativo, y por consecuencia, una disminucion
de la produccion de ERO en la CTE. Por lo tanto, se pretende evaluar el efecto
protector de la polidatina contra el dafio oxidativo en la actividad de la CTE y la

produccion de ERO en la mitocondria.



2. Antecedentes

2.1. Composicion y estructura de la mitocondria

Las mitocondrias son organulos citoplasmaticos los cuales llevan a cabo un
papel fundamental en la sintesis de ATP, el equilibrio redox y otros procesos
biolégicos como la homeostasis de iones, la expresion de genes nucleares, el
recambio de proteinas, la modificacion postraduccional de proteinas y la apoptosis
(Bozi et al., 2020). Cada mitocondria se compone de un aproximado de 800 a 1000
copias de ADNmt que se heredan de la madre y se empaquetan en nucleoproteinas
(Bhatti et al., 2017).

De igual manera, la mitocondria consta de dos membranas, una externa (MEM)
y una interna (MIM), las cuales cumplen importantes funciones. En la MEM ocurre un
intercambio de metabolitos con el citosol, mientras que la MIM contribuye a que las
mitocondrias no liberen agentes nocivos hacia el citosol como ERO y ADNmt
(Bartolak-Suki et al., 2017). La MIM es impermeable a la mayoria de iones, acidos
organicos y moléculas polares para poder mantener la diferencia de cargas eléctricas
gue constituyen el potencial de membrana mitocondrial (Aym) necesario para la
sintesis de ATP y el transporte activo de metabolitos hacia la matriz. Asimismo, en el
espacio que rodea la MIM se localiza la matriz mitocondrial donde se lleva a cabo el
ciclo de Krebs, el cual produce NADH y FADH para suplir de electrones a los
complejos | y Il, respectivamente. Los electrones se mueven a lo largo de los
complejos respiratorios de la CTE, mientras que los protones se transportan desde la
matriz hacia el espacio intermembrana a través de los complejos |, lll y IV con la
energia de las reacciones redox de los complejos, generando una diferencia de
cargas, denominado Aym y un gradiente de protones que genera una diferencia de
pH a través de la MIM, los cuales en conjunto se denominan fuerza protonmotriz
(Bartolak-Suki et al., 2017).

2.2. Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas que se forman de

oxigeno, el cual, al reducirse de manera monovalente en el metabolismo oxidativo



mitocondrial, formando especies quimicas altamente reactivas e inestables
(Kudryavtseva AV et al., 2016).

Entre las principales ERO se destacan el anidén superéxido (O2™) el peréxido
de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (OH"), el oxigeno singulete (*O2) y el acido
hipocloroso (HOCI) (Viada Pupo Esther et al., 2017).

La formacion de las ERO se basa principalmente en dos procesos: la reduccion
monovalente del Oz y la activacion de las NADPH oxidasas, las cuales son enzimas
cuya actividad catalitica es la produccion de radical O2" utilizando NADPH como
donador de electrones. La mayoria de las ERO se generan a través del escape de
electrones de la CTE mitocondrial, dando lugar a la reduccion del Oz por la CoQ para
formar O2", el cual se convierte espontanea o enzimaticamente a H202 y OH*
(Hardeland, 2017).

Las ERO son resultantes de la transferencia de energia al ATP y de electrones
al oxigeno, siendo altamente reactivas y dafiinas para los organismos vivos. Las ERO
como el 0z, el Oz, el H202 y el OH" son intermediarios esenciales en algunos
procesos fisioldgicos como lo son la fotosintesis, la respiracion y sefializacion celular.
Ademas, los niveles dentro de las células estan controlados a través de enzimas tales
como la superoxido dismutasa, la glutation peroxidasa, la catalasa y antioxidantes
como el acido ascérbico, la cisteina, el glutation, la bilirrubina y los carotenoides (Wu
et al., 2014).

Asimismo, las ERO al producirse de manera inevitable en organismos
fotosintéticos causan dafio oxidativo al reaccionar con biomoléculas, pero también
tienen la funcién de actuar como sefiales celulares (Mattila et al., 2015). Las acciones
biologicas de las ERO son selectivas debido a que su reactividad depende de las
condiciones de reaccion, por ejemplo, algunas ERO como el OH® que al tener una
actividad quimica muy alta son capaces de oxidar la mayoria de las moléculas
orgéanicas. En cuanto al H20O:ztiene una reactividad moderada, lo que le permite migrar

lejos del sitio de produccion (Mattila et al., 2015)



2.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion de ERO y la
capacidad de los sistemas antioxidantes de neutralizarlas. La CTE mitocondrial es
una de las principales fuentes de ERO nocivas como lo es el anion radical O2"
responsable del estrés oxidativo en funcion de la edad (Janikiewicz et al., 2018).
Afecta principalmente componentes celulares como lipidos, proteinas y ADN.
Ademas, esta relacionado con diversas enfermedades degenerativas como lo son la
diabetes, cancer, trastornos cardiovasculares o enfermedades neurodegenerativas
(Cichoz-Lach & Michalak, 2014).

2.4. Cadena de transporte de electrones

La CTE (Figura 1) cumple un papel importante en el metabolismo energético
celular y es el sitio donde se lleva a cabo la fosforilacion oxidativa. Se encuentra
situada en la MIM y se conforma de cuatro complejos enzimaticos los cuales son una
NADH: ubiquinona oxidorreductasa (NADH deshidrogenasa, CI, complejo I), una
succinato: ubiquinona oxidorreductasa (CII, complejo II), ubiquinol:citocromo c
oxidorreductasa (CIIl o complejo Ill) y citocromo ¢ oxidasa (CIV, complejo IV) (Guan
et al., 2022). Estan formados por diversos polipéptidos los cuales contienen una serie
de cofactores redox unidos a las proteinas como lo son las flavinas (FMN o FAD en
los complejos | y Il, respectivamente), asi como centros hierro - azufre [Fe - S] en los
complejos I, 1l y Ill, ademéas de grupos hemo en los complejos II, I, y 1IV) (Canizal
Garcia Melina, 2015). La CTE contiene dos transportadores de electrones maoviles

gue son la ubiquinona (CoQ) y el citocromo c (Cit ¢) (Guan et al., 2022).

En la CTE los electrones donados por el NADH y el FADH:2 son transferidos a
los complejos | y I, respectivamente. Posteriormente, estos electrones se transfieren
a los complejo Il y IV, el cual reduce al Oz que es el aceptor final de electrones (Bhatti
et al., 2017)
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Figura 1. Cadena de transporte de electrones (Tomado y modificado de Kadenbach, 2012).

2.4.1. Complejo | NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona
oxidorreductasa

El complejo | (Figura 2) cumple un rol central en el metabolismo que consiste
en oxidar el NADH en NAD* en la matriz mitocondrial, el cual es producido en el ciclo

de Krebs y en la 3 oxidacion de los acidos grasos (Sousa et al., 2018).

En mamiferos esta constituido por 45 subunidades y es la enzima mas grande
de la CTE. Contiene dos dominios principales: un brazo de hidrofilico que sobresale
en la matriz mitocondrial, el cual transfiere electrones del NADH a la CoQ (Fernandez-
Vizarra & Zeviani, 2021). A través de un grupo flavin mononucleétido (FMN) unido de
manera no covalente y como cofactores redox minimo ocho centros hierro-azufre [Fe-
S). El otro dominio es un brazo de membrana incrustado en la membraba interna el

cual es responsable de la traslocacion de protones (Fernandez-Vizarra & Zeviani,

2021).

El brazo hidrofilico estd compuesto por siete subunidades centrales que son
NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1 y NDUFV 2. El brazo de
la membrana se compone de siete unidades hidrofobicas (ND1- 6 y ND4L) codificadas

por el genoma mitocondrial (Zhao et al., 2019).

El complejo | cataliza la transferencia de electrones desde el NADH localizado

en la matriz mitocondrial hasta la CoQ, la cual es soluble en la membrana interna y



sirve como un trasportador movil que transferird los electrones hacia el complejo 1l
(Konigsberg Fainstein, 2008). El sitio de union de la CoQ se localiza en la union del
brazo de la membrana y el brazo de la matriz. donde la CoQ se reduce a ubiquinol
(QH2) (Zhao et al., 2019). Ademas, se induce el transporte vectorial de cuatro protones

a través de la membrana interna mitocondrial (Sousa et al., 2018a).

Al ser uno de los principales generadores de ERO, el complejo | esta

relacionado con diversos trastornos hereditarios y degenerativos (Wirth et al., 2016).

Espacio intermembrana
(lado pP)

§
P v
+

Complejo I

Brazo
de la matriz

Figura 2. Estructura de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa o complejo I. Tomado de (L.
Nelson & M. Cox, 2009).

2.4.2. Complejo Il succinato deshidrogenasa 0 succinato:
ubiguinona oxidorreductasa

El complejo Il es el unico complejo de la CTE que no transloca protones a
través de la MIM, ademas, forma parte del ciclo de Krebs donde cataliza la oxidacién
de succinato a fumarato, al igual que la reduccion de CoQ a QHz, el cual es un sustrato
para el complejo Ill. De este modo el complejo Il es un punto de convergencia entre
el ciclo de Krebs y la CTE (Sousa et al., 2018a).
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Asimismo, consta de cuatro subunidades. La subunidad SDHA es la subunidad
mas grande y contiene un sitio activo con dinucleétido de flavina adenina (FAD) unido
covalentemente, el cual acepta los electrones del succinato. La subunidad SDHB
contiene tres centros hierro - azufre organizados linealmente que median la
transferencia de electrones a la molécula de ubiquinona ubicada en el sitio de union
a CoQ, en conjunto con SDHB, SDHC y SDHD. Las subunidades SDHC y SDHD unen

al complejo Il a la MIM (Hadrava Vanova et al., 2020).

2.4.3. Complejo Il ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa

Este complejo (Figura 3) constituye la parte central de la CTE. Acepta dos
electrones de la CoQ reducida (CoQHz2) transfiriendo uno al citocromo c a través de
un conjunto de subunidades cataliticas y el otro a una molécula de CoQ a traves de
un citocromo b (Fernandez-Vizarra & Zeviani, 2021). Este complejo es un dimero
simétrico con tres subunidades centrales que estan muy conservadas desde bacterias
hasta mamiferos. En mamiferos, pueden estar presentes hasta ocho subunidades
supernumerarias para un total de 11 subunidades por monémero en la enzima de
mamifero. De igual manera, se conforma de unas subunidades cataliticamente
activas conservadas las cuales son el citocromo b (cit b) con dos hemo de tipo b (b.
y bn), el citocromo c1 (cit c1), con un hemo de tipo ¢, y una proteina hierro - azufre
(ISP) de Rieske que contiene un grupo [2Fe — 2S] de alto potencial redox (Sousa et
al., 2018b). Estos hemos tienen diferentes afinidades electrénicas ya que se
encuentran en distintos entornos polipeptidicos. Por ejemplo, el hemo b, al estar
localizado en una agrupacion de hélices cerca de la cara citoplasmatica de la
membrana, tiene menor afinidad por los electrones que el hemo bn el cual se
encuentra cerca del lado de la matriz (Canizal Garcia Melina, 2015). La transferencia
de electrones en este complejo se lleva mediante el ciclo Q (Figura 3), donde el QH2
se oxida a ubisemiquinona (QH") después de ser oxidado por el centro [2Fe — 2S] y
dos protones se liberan en el espacio intermembrana. El centro [2Fe — 2S] transfiere
un electrdn al cit c1 para posteriormente transferirlo al cit c. El radical QH™ formado en
el sitio Qo transfiere al segundo electron al cit bL el cual lo transfiere al cit buy ya una
vez reducido transfiere el electréon a la CoQ del sitio Qi formando un radical QH™. En

el ultimo paso del ciclo Q la segunda molécula de QH2 se oxida en el sitio Qo Yy se



transfieren los otros dos protones, y un electron se transfiere al grupo (2Fe —2S) y el
otro electrén al cit bny finalmente a la QH+~ para obtener QH2 (Zhao et al., 2019).

Espacio
intermembrana

(lado p) Cite Citc

Hemo ¢,

Matriz
(lado N)
Citocromo b 2H*

Figura 3. Ciclo Q del complejo lll. Tomado de (L. Nelson & M. Cox, 2009).
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2.4.4. Complejo IV citocromo c oxidasa

El complejo IV es la oxidasa terminal en la cadena respiratoria mitocondrial
donde reduce el O2 a H20 mientras bombea protones a través de la membrana interna
mitocondrial (Sousa et al., 2018b). Consta de 13 subunidades con cuatro centros
metélicos redox activos. estos centros incluyen Cua, un hemo de tipo a, ademas de
un centro binuclear compuesto por un hemo as y un Cus (Vikramdeo et al., 2022). El
hemo ay as tienen diferentes potenciales redox ya que se encuentran localizados en
diferentes entornos dentro del complejo IV. La secuencia del flujo de electrones es
desde el citocromo ¢ — CuA — hemo a — hemo as — CuB — O2. El hemo as y el Cus
se encuentran adyacentes y forman el centro activo donde el O2 se reduce a H20
(Canizal Garcia Melina, 2015).

Asimismo, en este complejo se cataliza la transferencia de electrones del cit ¢
reducido al aceptor final de electrones, el Oz en un proceso que se acopla a la

traslocacion de H* para la produccion de ATP (Mansilla et al., 2018).

2. 5. Enfermedades relacionadas con las ERO en el higado

La disfuncion mitocondrial derivada del estrés oxidativo y tiene una relaciéon muy
directa con el desarrollo de diversas enfermedades como, por ejemplo, las
enfermedades hepaticas las cuales son un problema médico de alta prevalencia e
incidencia hoy en dia, debido a que el higado es el principal 6rgano desintoxicante y
mantiene la homeostasis metabdlica (Muriel & Gordillo, 2016). El higado metaboliza
diversos compuestos que aumentan la produccion de ERO. Las ERO desempefian
un papel crucial en el desarrollo de diversas enfermedades hepéticas cronicas
(Cichoz-Lach & Michalak, 2014), tales como la hepatitis viral crénica, enfermedades

hepaticas alcohdlicas y la esteatohepatitis no alcohdlica (Li et al., 2015).

2.6. Terapias con antioxidantes

Los antioxidantes pueden ser enddgenos cuando son sintetizados por el
organismo. Ejemplo de ellos son la superéxido dismutasa (SOD) la cual cataliza la

dismutacion del radical Oz para producir H202 el cual a su vez destoxificado por la
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glutation peroxidasa (Gpx), la catalasa o el sistema de tiorredoxina. Existen también
antioxidantes exogenos los cuales se suministran mediante la alimentacion,
suplementos nutricionales o productos farmacéuticos, lo cual contribuye a ralentizar

el estrés oxidativo y se protege el organismo del dafio por ERO (Behnaz Akbari, 2022).

Los antioxidantes previenen el dafio oxidativo al donar electrones para
estabilizar las ERO y disminuir sus efectos dafinos. (Behnaz Akbari, 2022). Se han
disefiado antioxidantes dirigidos hacia la mitocondria mediante la insercion de un
cation trifenilfosfonio que les permite su acumulacion en la matriz mitocondrial debido
a la carga positiva del cation y su hidrofobicidad. La suplementacion de estos
antioxidantes en modelos animales de hipertension disminuye el estrés oxidativo
mitocondrial, incrementa la sintesis de éxido nitrico (NO), el principal vasodilatador y
disminuye la presion arterial. Esto muestra que el estrés oxidativo puede ser la causa
subyacente de diversas enfermedades donde existe disfuncion mitocondrial y estrés
oxidativo, tales como la diabetes, la enfermedad hepatica alcohdlica y la enfermedad

hepatica no alcohdlica, entre otras (Kim Hyeyoung & Kim Suhn Hyung, 2018).

2.7. Antioxidante polidatina

La polidatina también conocido como Piceid o reservatrol-3--mono-D-
glucdsido (Figura 4) es un compuesto bioactivo principal que se extrae de las raices
y los rizomas de Polygonum cuspidatum Sieb (Chen et al., 2019). Este compuesto
también puede encontrarse en la uva, cacahuate, vinos tintos, granulos de lapulo y
productos que contienen cacao ademas de numerosas dietas diarias. La polidatina se
ha utilizado durante varios afios en China en la medicina tradicional como un
analgésico, antipirético, diurético y expectorante (Du et al., 2013). Otros de sus
beneficios farmacol6gicos son que incluyen actividades antitumorales vy
antibacterianas, ademas de efectos protectores sobre el sistema nervioso hepatico,

cardiovascular y pulmonar, y efectos sobre la melanogénesis (Wu et al., 2020).
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Figura 4. Estructura quimica de la polidatina (Du et al., 2013).
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3. Justificacion

La acumulacién de ERO en la MIM dafa el funcionamiento de los complejos
de la CTE y provoca disfuncion mitocondrial, lo que deriva en diversas patologias
como lo es la diabetes, el cancer, enfermedades cardiovasculares, entre otras, las
cuales son de las principales causas de muerte entre la poblacion y generan un gran
impacto en el ambito social y econémico. El uso de algunos antioxidantes como la
polidatina ha mostrado un efecto protector contra al estrés oxidativo y el desarrollo de
algunas enfermedades, sobre todo aquellas relacionadas con el estrés oxidativo
mitocondrial (Hao et al., 2018). Sin embargo, no se ha elucidado si el mecanismo de
accion de este fitoquimico es mejorar el funcionamiento de la CTE y disminuir la
produccién mitocondrial de ERO. Por lo tanto, esto justifica evaluar si el mecanismo
de accion de la polidatina esté relacionado con una menor produccion de ERO al

mejorar la actividad de la CTE en mitocondrias sujetas a estrés oxidativo.
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4. Hipotesis

La polidatina disminuye los efectos del estrés oxidativo en la mitocondria al mejorar

el funcionamiento de la CTE y la generacion de ERO.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

e Evaluar si la polidatina mejora el funcionamiento de la CTE y la generacion

de ERO en mitocondrias de higado de rata sujetas a estrés oxidativo.
5.2. Objetivos especificos
e Caracterizar los efectos de la polidatina en la actividad de los complejos de la
CTE de mitocondrias de higado de rata sujetas a estrés oxidativo.

e Evaluar los efectos de la polidatina en la formacion de ERO en mitocondrias

de higado de rata sujetas a estrés oxidativo.
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6. Materiales y métodos

6.1. Modelo experimental

Se utilizaron ratas sanas de la cepa Wistar en etapa adulta con un peso
aproximado de 600 g. Se mantuvieron en jaulas acrilicas en un bioterio con ciclos de
12 h luz/12 h oscuridad a temperatura ambiente y con libre acceso a alimento y agua.
Las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion e inmediatamente se realizé la
extraccion del higado para el aislamiento de mitocondrias. Todos los procedimientos
con los animales se llevaron conforme a la Norma Oficial Mexicana -NOM-062-ZO0-
1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

6.2. Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias de higado se aislaron mediante centrifugacion diferencial por
el método modificado por Saavedra-Molina y Devlin (Saavedra-Molina & Devlin,
1997). El higado se colocd en medio 1 (220 mM manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM
MOPS 1 Mm EGTA a pH 7.34), se tritur6 en pequefios fragmentos y estos fueron
homogeneizados y centrifugados a 2000 rpm. El sobrenadante se centrifugé
nuevamente a 7500 rpm, la pastilla resultante fue lavada con medio 2 (220 mM
manitol, 70 mM sacarosa, 2 mM MOPS a pH 7.4), se afiadieron 80 pl de albumina
bovina sérica al 0.2% y se centrifug6 a 9000 rpm. Finalmente, la pastilla se re-
suspendid en 500 pl de medio 2. Todas las centrifugaciones se realizaron durante 10
minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada de piso Sorvall RC6+, usando el rotor
SS40. La concentracion de proteina mitocondrial fue determinada mediante el método

de Biuret.

6.3. Tratamientos

Para inducir estrés oxidativo en las mitocondrias, se incubaron con
concentraciones adecuadas con Fe?* para cada determinacion durante 30 min a 4°C.
Se ha comprobado que el Fe?* puede iniciar la peroxidacion de lipidos en buffer de
KH2PO4 al generarse un oxidante fuerte con caracteristicas del radical OH". Por ello,
se adiciond hierro de una solucién madre de 2.5 mM FeSOa4 « 7H20 que se acidifico

con cuatro gotas de H2SO4 concentrado para mantener el hierro en la forma Fe?*
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(Cortés-Rojo et al.,, 2009). Para la determinacion de los complejos Il y llI, la
concentracion utilizada fue de 50 pM. Para el complejo IV fue de 100 uM y de 25 uM
para el complejo | y la produccibn de ERO. Para los tratamientos con los
antioxidantes, las mitocondrias se incubaron con el antioxidante hidrofébico
hidroxitolueno butilado (BHT) 5uM como control negativo, o con polidatina 100 pM
para los complejos Il y Ill. Se utiliz6 200 uM de polidatina o 5uM de BHT para el
complejo IV. Para la determinacion del complejo | y la produccién de ERO la
concentracion de polidatina fue de 50uM o 2.5uM de BHT. Las incubaciones con los
antioxidantes se realizaron 15 min previo al tratamiento con Fe?*. Para las
determinaciones del complejo Il y IV y la produccion de ERO se incubaron las
mitocondrias con 200 uM de EDTA, y 100 uM de EDTA para la determinacion de
ERO. El tiempo de incubacion con EDTA para la medicion del complejo Il y IV fue de
5 min antes de la medicion en el espectrofotometro. En el caso de la determinacion
de ERO la incubacién con EDTA se realiz6 10 min previo a la incubacion con
H2DCFDA.

6.4. Determinacion de la actividad de los complejos de la CTE

La actividad de los complejos de la CTE se determind
espectrofotométricamente en mitocondrias solubilizadas con detergente, utilizando
sustratos e inhibidores especificos para cada complejo, de acuerdo con el protocolo

descrito por Cortés-Rojo et al. (2009).

6.4.1. Complejo |

Para determinar la actividad del complejo | se evalud la oxidacion del NADH.
Se resuspendieron 0,3 mg/mL de mitocondrias con tres ciclos previos de congelacion
y descongelacion en 1 mL de buffer KH2PO4 50 mM y se incubaron con 1 pg de
antimicina Ay 1 mM de KCN. Tras 5 min, se afiadieron 5 mM de KsFe(CN)s y se midid
la absorbancia durante 1 min a 340 nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV2550.
A continuacion, se afiadid NADH y se midio su oxidacion durante 4 min. La velocidad
de oxidacion del NADH se calcul6 utilizando el coeficiente de extincion molar de 6.3

mM~tcm™
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6.4.2. Complejo Il

Esta actividad enzimética se midié a temperatura ambiente evaluando la
reduccion del 2,6 diclorofenil indofenol (DCIP) estimulada por succinato. Las
mitocondrias se permeabilizaron con el detergente Triton X-100 al 0.05%. La mezcla
de reaccion contenia buffer 50 mM KH2PO4 (pH 7,6), 0,3 mg/ml de mitocondrias
permeabilizadas con Tritdbn X-100, 80 uM de DCIP, 1 ug de antimicina Ay 0,75 mM
de KCN en un volumen final de 1 ml. Tras incubar durante 5 minutos con los
inhibidores, se inicid la reaccion con succinato sédico 10 mM (pH 7,6). Los cambios
de absorbancia se registraron en un espectrofotbmetro Shimadzu UV2550 a 600 nm.
La tasa de reduccion del DCIP se calculd a partir de la pendiente del gréfico de
absorbancia utilizando el coeficiente de extincion molar 21 mM~ cm™ para el DCIP
(Cortés-Rojo et al., 2009).

6.4.3. Complejo lli

La mezcla de reaccion para determinar la actividad de este complejo contenia
50 mM de KH2POa4 (pH 7,6), 0,1 mg/ml de mitocondrias permeabilizadas, 1,5 mg de
citocromo ¢ oxidado y 0,75 mM de KCN en un volumen final de 1 ml. Tras incubar
durante 5 minutos, se inicio la reaccion afiadiendo 10 mM de succinato de sodio (pH
7,6). La reaccion se detuvo mediante la adicion de 1 pg de antimicina A. Los cambios
de absorbancia se registraron en un espectrofotometro Shimadzu UV2550 a 550 nm.
La tasa de reduccion del citocromo c se calculé a partir de las pendientes de los
graficos de absorbancia utilizando el coeficiente de extincion molar 19.1 mM~ cm™
para el citocromo ¢ (Cortés-Rojo et al., 2009). La reduccion del citocromo c¢ sensible
a la antimicina A se calcul6 restando la actividad en presencia de antimicina A 'y

succinato menos la actividad estimulada s6lo con succinato.

6.4.4. Complejo IV
La mezcla de reaccion contenia 50 mM de KH2POa4 (pH 7.6), 0,1 mg/ml de

mitocondrias permeabilizadas y 1 pug de antimicina A en un volumen final de 1 ml.
Después de incubar durante 5 minutos con antimicina A, se inicié la reaccion
afadiendo 250 pg de citocromo c reducido con ditionita. Los cambios de absorbancia
se registraron en un espectrofotdmetro Shimadzu UV2550 a 550 nm. La tasa de

oxidacion del citocromo c se calculé a partir de las pendientes de los graficos de
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absorbancia utilizando el coeficiente de extincién molar 19.1 mM~1 cm™! del citocromo
¢ (Cortés-Rojo et al., 2009).

6.5. Especies reactivas de oxigeno

La produccién de ERO se determiné mediante su reaccion con la sonda
fluorescente diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA). Se utilizé una
concentracion de 0,5 mg/ml de proteina mitocondrial determinada mediante el método
de Biuret. La proteina se suspendié en un buffer (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, MgCl2
3 mMy KH2PO4 3 mM, pH 7,4) y se incub6 con la sonda fluorescente durante 20 min
a 4 °C en agitacion constante. Finalizada la incubacion la suspension se coloco en
una cubeta de cuarzo y se registro la florescencia basal. Transcurrido un minuto se
adicion¢6 glutamato/malato 10 mM como sustrato para el complejo I. A los 10 min se
afadi6 antimicina A durante 5 min. La fluorescencia se midi6 en un
espectrofluorometro Shimadzu RF-5301PC (Aex 491 nm; Aem 518 nm).

6.6 Analisis estadistico
Los datos se expresaron como el promedio * el error estandar de n = 3. Las
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de cada grupo se

analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA), seguido de las pruebas post hoc

mencionada en la leyenda de cada figura (p>0.05).
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7. Resultados

7.1. Efecto de la polidatina en la inhibicién de la actividad de los
complejos de la CTE por el estrés oxidativo

Se evaluo si la polidatina tienen un efecto protector contra la inhibicion de las
actividades de los cuatro complejos de la CTE inducido mediante la incubacién de las

mitocondrias de higado de rata con Fe?*.

En el caso del complejo | (Fig. 5), el tratamiento con Fe?* disminuy® la actividad
en comparacion con el control; por el contrario, se observé un aumento de la actividad
del complejo | con la adicién de la polidatina con respecto a la actividad en presencia
de Fe?*. Asimismo, no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos
con Fe?*+polidatina y Fe?*+BHT. Lo que demuestra que la polidatina mostré un efecto

protector similar al antioxidante BHT.
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Figura 5. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo | de la CTE de mitocondrias de
higado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media + e.e. de
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Tukey).
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En la Fig. 6 se evalu6 el efecto de la polidatina en la actividad del complejo Il
de mitocondrias sujetas a estrés con Fe*?. La actividad disminuy6é en mitocondrias
tratadas con Fe*? en contraste con el control. Por el contrario, el tratamiento con Fe?*
y polidatina o BHT aumentd la actividad del complejo. De manera notable, la polidatina
mejord la actividad del complejo Il por arriba del control aun en presencia de Fe*2. No
se observdé una diferencia estadisticamente significativa entre la actividad del

complejo IV de las mitocondrias tratadas con Fe*?+polidatina o Fe?*+BHT.
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Figura 6. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo Il de la CTE de mitocondrias de
higado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media + e.e. de
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Tukey).
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En la Fig. 7 se observé que la actividad del complejo Il disminuyé con el
tratamiento con Fe?* en contraste con el control. El tratamiento con polidatina previé
a la adicion de Fe?* aumento la actividad del complejo 1l con respecto al tratamiento
con Fe?*, alcanzandose niveles de actividad por arriba del control, aunque de manera
no estadisticamente significativa. Un efecto similar al de la polidatina se observé en
las mitocondrias tratadas con BHT previo al tratamiento con Fe?*.
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Figura 7. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo Ill de la CTE de mitocondrias de
higado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media + e.e. de
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Student-Newman-Keuls).
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EnlaFig. 8 se observan los efectos del Fe?*y la polidatina en la actividad del complejo
IV. El tratamiento con Fe?* disminuy6 la actividad de este complejo en contraste con
el control. Los tratamientos con polidatina o BHT previo al tratamiento con Fe?*
mejoraron la actividad del complejo 1V, incrementando la actividad con BHT o
polidatina, llegando a niveles similares a los del control. No se observé una diferencia
estadisticamente significativa entre la actividad del complejo IV de las mitocondrias

tratadas con Fe*?+polidatina o Fe?*+BHT.
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Figura 8. Efecto de la polidatina en la actividad del complejo IV de la CTE de mitocondrias de
higado de rata sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media + e.e. de
n=3 (p<0.05, ANOVA y prueba post hoc de Holm-Sidak).
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7.2 Efectos de la polidatina en la produccién de ERO en
mitocondrias sujetas a estrés oxidativo

EnlaFig. 9 se muestran los niveles mitocondriales de ERO utilizando la prueba
fluorescente H.DCFDA y glutamato — malato como sustrato. Se adicioné ademas

antimicina A para estimular la generacion de ERO en el complejo Ill de la CTE.

Se observd un incremento en la produccion de ERO en las mitocondrias
tratadas con Fe?*. Este efecto fue prevenido mediante la preincubacién con polidatina,
disminuyendo la produccion de ERO en contraste con los niveles observados con el
tratamiento con Fe?*. Es de resaltarse que los niveles de ERO en las mitocondrias
tratadas con Fe?*+polidatina fue menor que los niveles del control, aunque no de
manera estadisticamente significativa. Ademas, se observo que la inhibicion del

complejo Il con antimicina A no increment6 los niveles de ERO en ningun caso.
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Figura 9. Efecto de la polidatina en la generacién de ERO de mitocondrias de higado de rata
sujetas a estrés oxidativo. Los resultados se expresaron como la media + e.e. de n=3 (p<0.05,
ANOVA y prueba post hoc de Holm-Sidak).
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8. Discusion

Los polifenoles son prometedores candidatos terapéuticos debido
principalmente a sus propiedades antioxidantes. La polidatina ha tomado relevancia
durante los ultimos afios por su relacion con el resveratrol, sus multiples usos y
beneficios en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la disfuncion

mitocondrial, tales como el sindrome metabdlico y el higado graso (Du et al., 2009).

Este estudio evidencio el efecto antioxidante de la polidatina en mitocondrias
de higado de rata sujetas a estrés oxidativo, ya que el tratamiento con polidatina
mejorod la actividad de los cuatro complejos de la CTE de mitocondrias tratadas con
Fe?* y disminuyd la generacion de ERO. Esto es crucial ya que la CTE es una fuente
importante de ERO, las cuales a altos niveles pueden dafar moléculas como
proteinas, ADN y lipidos (Tang et al., 2022). Asimismo, esta alta generacion de ERO
da lugar al estrés oxidativo que se asocia a numerosas enfermedades incluidas las

hepaticas.

Se ha mostrado que la polidatina tiene propiedades antioxidantes en
enfermedades neuronales como la enfermedad de Parkinson, la cual se asocia al
estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial. En un estudio donde se inhibi6 el
complejo | con el inhibidor rotenona para reproducir la etiologia de la enfermedad de
Parkinson, se observé que una dosis de polidatina de 80 mg/kg previno la inhibicién
de la sintesis de ATP inducida por rotenona en diferentes regiones del cerebro (Chen
et al., 2015). Esto concuerda con los resultados obtenidos en la actividad del complejo
I, ya que se observd que la adicidén de la polidatina previene la pérdida de actividad
por el tratamiento de Fe?*, aumentandola incluso por arriba de los niveles del control
(Fig. 5). Esto podria ser benéfico para el funcionamiento de la mitocondria, debido a
gue los complejos I y 11l son considerados los principales sitios de produccion de ERO.
Asimismo, la pérdida de actividad del complejo | se atribuye a mutaciones en el ADN
mitocondrial en animales envejecidos y esta relacionada con la induccion de la muerte
celular apoptotica, lo que sugiere que la polidatina podria tener efectos beneficiosos
en el envejecimiento y enfermedades relacionadas con una apoptosis excesiva
(Tatarkova et al., 2016).

25



Se demostrado que la polidatina también tiene efecto en la actividad de los
otros complejos, asi como en el contenido de ATP y actividad de la citrato sintasa
(CS) en mitocondrias de cardiomiocitos después de un infarto de miocardio (IM) (M.
Zhang et al., 2017). Esto concuerda con lo reportado en nuestro estudio, donde se
observo el efecto protector de la polidatina al restablecer la actividad de los cuatro
complejos de la CTE, pero en este caso las mitocondrias estuvieron sujetas al estrés

oxidativo por el tratamiento con Fe?*.

Se ha demostrado el efecto de la polidatina como un potente protector contra
el dafio ocasionado al higado por la exposicidén a la mostaza de azufre (SM). La SM
puede inducir muerte celular mediante diversos mecanismos como dafio en el ADN,
disminucién de los niveles de glutation, incremento en los niveles de especies

reactivas de nitrogeno y de ERO (Zhang et al., 2019).

Los defectos en la actividad del complejo Il tienen relevancia biomédica ya que
se han relacionado con el desarrollo del envejecimiento y canceres como el
paranglioma hereditario y la feocromocitoma familiar (Byun et al., 2008). Ademas, el
complejo 1l ha sido propuesto como un regulador clave en la neuroproteccién (Ma et
al., 2019). En condiciones especificas, la inhibicion de la actividad del complejo Il
puede producir un aumento en la generacion de radical O2" en el sitio de oxidacion
del ubiquinol (sitio Qo) del complejo Ill. La actividad del complejo Il se ve afectada
cuando se genera una alta produccion de ERO, tal como se observé al inducir estrés
oxidativo mediante la adicién de Fe?* (Fig. 6). En este caso, el efecto de la polidatina
también fue ostensible ya que se incremento la actividad de este complejo a niveles

incluso mayores que al del control.

Se ha propuesto que el efecto benéfico de la polidatina en diversas
enfermedades metabolicas tales como la diabetes, que es mediado por un incremento
en la secrecion de insulina e inhibicion de la inflamacion y el estrés oxidativo. Los
mecanismos subyacentes podrian estar relacionados con diminucion de los niveles
de ERO, de productos de glucosilaciébn avanzados, de &cidos grasos libres en
circulacion, asi como disminucion en la actividad de citocinas proinflamatorias como
TNF-q, IL-6, IL-8, ICAM-1, TGF-B1, proteina C reactiva, IL-13, and MCP-1 a través de
la regulacion de vias como AMPK/LDLR, Akt/IRS, PPARB-NO, NF-kB, y las vias de

sefalizacion de SIRT1. De igual manera, se cree que la polidatina podria disminuir la
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progresion de la aterosclerosis al inhibir la via del receptor TRL/NF-kB, lo que
reduciria la liberacién de diversas citocinas relacionadas con dicha afeccién (Luo et
al., 2022).

En cuanto a la relacion de la polidatina con la produccién de ERO, se ha
demostrado el efecto protector de 3 ug/mL de polidatina en la lesion inducida por 400
MM de H20:2 en células endoteliales de vena umbilical humana. Se observé que el
H202 increment6 la producciéon de ERO y de lactato y disminuy6 la actividad de las
enzimas antioxidantes glutation peroxidasa y SOD. El tratamiento con polidatina
disminuyo6 notablemente la produccién de lactato y ERO, y atenu6 significativamente
los cambios producidos en la actividad de glutation peroxidasa y SOD (Qiao et al.,
2016). Esto tiene una relacién con los resultados de este estudio ya que se observo
que la polidatina reduce la generacion de las ERO en la CTE (Fig. 9). Esto podria
proceder por el atrapamiento de las ERO producidas en la CTE por la polidatina, por
la mejora en el funcionamiento de la CTE, donde la mejora en el funcionamiento de
los complejos daria lugar a una menor produccion de radical O2", o por la reaccion

directa del radical OH" producido en presencia de Fe?* con la polidatina.

Se ha demostrado que la polidatina tiene que un efecto benéfico en el sindrome
de disfuncion multiorganica (SDMO) (Zeng et al., 2015). En este estudio se reporto
gue los niveles de productos avanzados de oxidacién proteica, los cuales sirven como
marcadores de estrés oxidativo en proteinas, disminuyeron en sangre de ratas con

SMDO tratadas con polidatina en la sangre de ratas con SMDO.

La disminucion de ERO también se puede relacionar a la estructura de la
polidatina, ya que al ser un polifenol tienen la capacidad de actuar como potentes
guelantes de hierro y de esta manera prevenir la formacion de radicales OH* derivados
de la reaccién de Fenton (Wang et al.,, 2012). Por todo esto se atribuye que la
polidatina al tener efectos antioxidantes puede ser un eficiente tratamiento para
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, ya que disminuye la generacion

de ERO y mejora la actividad de la CTE en las mitocondrias.
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9. Conclusién

La polidatina disminuy6 la generacion de ERO y restablecio la actividad de los
cuatro complejos de la CTE, lo que resalta la capacidad antioxidante y protectora de

esta molécula en mitocondrias sujetas al estrés oxidativo.
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Abstract: Increased intramitochondrial free iron is a key feature of vanious liver diseases, leading
to oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and liver damage. Polydatin is a polyphenol with a
hepatoprotective effect, which has been attributed to its ability to enhance mitochondrial oxidative
metabolism and antioxidant def hereby inhibiting reactive oxygen species (ROS) dependent
cellular damage processes and liver diseases. However, it has not been explored whether polydatin
is able to exert its effects by protecting the phospholipid cardiolipin against damage from excess
iron. Cardiolipin maintains the integrity and function of electron transport chain (ETC) complexes
and keeps cytochrome ¢ bound to mitochondria, avoiding uncontrolled apoptosis. Therefore, the
cffect of polydatin on oxidative ipid damage, ETC activity, cytochrome levels, and ROS production
was explored in iron-exposed rat liver mitochondria. Fe™* increased lipid peroxidation, decreased
cardiolipin and cytochromes ¢ + ¢y and ass levels, inhibited ETC complex activities, and dramatically
increased ROS production. Preincubation with polydatin prevented all these effects to a variable
degree. These results suggest that the hepatoprotective mechanssm of polydatin involves the attenua-
tion of free radical production by iron, which enhances cardiolipin levels by cc
lipid peroxidation. This prevents the loss of cytochromes, improves ETC function, and decreases
mitochoadrial ROS production.

Keywords: piceid; mitochondrial function; oxidative stress; free radicals; liver discase; respiratory
chain; cytochromes; hydroxyl radical; Fe**; iron overload

1. Introduction

The mitochondrial electron transport chain (ETC) is at the core of a myriad of functions
because it establishes an electrochemical proton gradient (AuH") across the mitochondrial
inner membrane that supplies the energy necessary for these functions. Hence, disturbances
in ETC function are generally catastrophic, as reflected by the severe disease phenotypes in
mitochondrial diseases involving mutations in ETC proteins [1,2]. ETC complexes oxidize
the reduced coenzymes NADH and FADH; produced in catabolism and transfer electrons
to oxygen through a series of redox centers in the complexes in exergonic reactions that
drive proton pumping across the mitochondrial inner membrane for the establishment

Int. . Mol Sci 2024, 25, 11104, hitps: / /doi.org/10.3390/5jms252011104

https:/ / www.mdpi.com /journal /ijms

33



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 11104

of the AuH". In turn, the AuH" drives ATP synthesis/hydrolysis, transport of various
solutes across the mitochondrial inner membrane, transport of newly synthesized proteins
into the matrix, and production of ROS, among others [3]. In addition, the dissipation
of the AuH" is a signal for the occurrence of cellular quality control processes, such as
mitophagy or apoptosis [4]. Thus, electron transfer in the ETC is a primary process on
which AuH"-driven processes depend.

ETC complexes are embedded in the phospholipid bilayer of the mitochondrial inner
membrane, where they establish interactions with ETC proteins. Of particular importance
are the interactions with the dimeric phospholipid cardiolipin, which are essential for
the activity of ETC complexes [3]. In addition, cardiolipin maintains the morphology
and architecture of the mitochondrial inner membrane [5]. Cardiolipin contains in its
structure four acyl chains with unsaturated fatty acids, which makes it particularly prone to
peroxidative damage by an excess of ROS [6]. Perturbations in the structure of cardiolipin
due to its peroxidation or the decrease in its content cause a decrease in the activity
of ETC by disturbing the morphology of ETC complexes and the mitochondrial inner
membrane, inhibiting electron transfer and consequently causing an increase in ROS
production [7]. In addition, damage to cardiolipin contributes significantly to the induction
of apoptosis under pathological conditions by disrupting the binding of cytochrome ¢ to
the mitochondrial inner membrane and contributing to its release into the cytosol where it
activates the pro-apoptotic cascade [5]. These events participate in the etiology of several
pathophysiological conditions, such as Barth's syndrome, ischemia-reperfusion injury,
and neurodegenerative diseases, among others [9-11]. Therefore, cardiolipin protection
against oxidative damage has been proposed as a possible therapeutic strategy to counteract
mitochondrial dysfunction and oxidative stress involved in the development of several
pathophysiological conditions [12].

On the other hand, alterations in iron homeostasis can cause iron overload in the mito-
chondria due to the role of this organelle in the synthesis of Fe-S centers and heme groups [13],
leading to the overproduction of ROS as iron catalyzes the production of free radicals, such as
superoxide anion (0%~ ) or hydroxyl radical (OH®) [14]. Iron overload, mitochondrial oxida-
tive stress, decreased cardiolipin content, ETC dysfunction, and excessive ROS production are
features that characterize liver diseases [15-17]. This has led to the search for new compounds
that prevent mitochondrial dysfunction and oxidative stress for the treatment of liver dis-
eases [15]. A promising molecule with beneficial effects at the mitochondrial level is polydatin
or piceid (3-hydroxy-5-[(1E)-244-hydroxyphenyl)ethenylJphenyl-f-D-glucopyrancside). Poly-
datin has been reported to have a hepatoprotective effect in rodents with fructose-induced
metabolic syndrome [19], and in zebrafish and mice with alcohol-induced damage [20,21].
These effects were associated with an improvement in hepatic lipid metabolism, which is
consistent with the increased lipid and glucose utilization induced by polydatin treatment in
liver cell lines induced to steatosis with palmitic acid [22].

The beneficial effects of polydatin have been associated with its ability to increase the
activity of several antioxidant enzymes, including superoxide dismutase (SOD), catalase,
and glutathione peroxidase [23]. Other proposed targets for polydatin include improving
mitochondrial function in various pathological conditions by preventing mitochondrial
membrane potential dissipation [24], increasing complex I activity [25], enhancing ATP
levels [26], and inducing mitophagy [27] and mitochondrial biogenesis [25]. On the other
hand, polydatin has antioxidant capacity in the micromolar order of concentrations by
trapping OH® radicals [29]. Since Fe?* ion can favor the production of OH® radicals and
mitochondria constitute an important source of this ion, we hypothesize that mitochondria
may be a direct antioxidant target of polydatin by decreasing Fe?*-mediated lipid peroxi-
dation, leading to better preservation of cardiolipin and cytochrome levels, improvement
in ETC function, and, consequently, decreasing ROS levels. To test this hypothes;s,
mimicked iron overload by treating isolated rat liver mitochondria with Fe?* in the absence
and presence of polydatin and determined the levels of lipid peroxidation, cardiolipin,
cytochromes, ROS, and the activities of ETC complexes.
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2. Results

2.1. Polydatin Prevents Oxidative Lipid Damage Induced In Vitro by F&*
in Rat Liver Mitochondria

Lipid peroxidation was determined in mitochondria treated with 50 uM Fe®* to assess
the ability of polvdahn to prevent oxidative stress on mitochondrial lipids (Figure 1). Incu-
bation with Fe’* increased lipid peroxidation levels b\' 3.2-fold. In contrast, preincubation
with 100 uM polydatin before incubation with Fe** completely prevented the increase
in lipid peroxidation levels. The effect of polydatin was of a similar magnitude to that
observed with 5 uM of the lipophilic antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT), which

was used as a reference.
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Figure 1. Effect of pretreatment with 100 uM polydatin (PD) or 5 uM butylated hydroxytoluene
(BHT) on lipid peroxidation levels in mitochondnia exposed to 50 uM ferrous iron (Fe). Results are
expressed as the mean = standard errorof n > 3. * p <005 vs. CTRL and % p < 0.05 vs. Fe. (one-way
ANOVA, Holm-Sidak post hoc test, p < 0.05).

The effect of preincubation with polvdahn on mitochondrial cardiolipin levels after
induction of lipid peroxidation w1t.h Fe?* was determined (Figure 2). Cardiolipin levels
dropped dramatically with 50 uM Fe’". Pretreatment with polydatin increased cardiolipin
levels 24-fold compared to the levels observed with Fe2*, although the cardiolipin con-
centration was 577 lower than the control. In contrast to polydatin, the antioxidant BHT
was not able to prevent the Fe?*-induced decrease in cardlollpm levels. The results in
Figures 1 and 2 suggest that polydatin effectively prevents Fe?*-induced lipid peroxidation
with a partial protective effect against cardnollpm loss.
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Figure 2. Effect of pretreatment with 100 uM polydatin (PD) or 5 uM butylated hydroxytoluene
(BHT) on cardiolipin levels in mitochondria exposed to 50 uM ferrous iron (Fe). Results are expressed
as the mean + standard errorof n > 4. *p <0.05 vs. CTRL, * p < 005 vs. Feand ¥ p <0.05 vs. PD « Fe
(one-way ANOVA, Holm-Sidak post hoc test, p < 0.05)
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2.2. Polyditin Preserves Cytochrome Levels in Rat Liver Mitochondria Exposed fo Fe™

Figure 3a shows the oxidized minus reduced spectra of cytochromes from rat liver
mitochondria with or without exposure to 50 uM Fe®*. At 550 nm, an absorption peak maxi-
mum is observed, corresponding to the heme groups of cytochrome ¢ and the cytochrome o)
of the bc; complex of the ETC in the control (i.e., cytochromes c + oy, gray line). At 600 nm,
an absorption peak maximum, corresponding to cytochrome ans of the ETC complex IV,
can be observed. A drastic decrease in absorption intensity at 550 nm and 600 nm was
detected in mitochondria treated with 50 uM Fe®™, indicative of a decrease in the content of
cytochromes ¢ + ¢ and aas, respectively (red line). In contrast, preincubation with 100 M
polydatin (blue line) or 5 WM BHT (green line) prior to Fe*? exposure significantly attenu-
ated the decrease in cytochrome levels, although the levels did not fully return to the control
values. From these data, cytochrome concentration was quantified (Figure 3b), confirming
a 40 and 307 decrease in the concentration of cytochromes c + r] and aas, respectively, and
the prevention of the decrease in cytochrome content by pretreatment with polydatin or
the lipophilic antioxidant BHT, although the effect of BHT was only statistically significant
on cytochrome a3 levels (Figure 3c). These data indicate that polydatin prevents the loss
of cytochromes from the mitochondrial inner membrane, which could be related to the
protective effect exerted against oxidative lipid damage observed in Figures | and 2.
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Figure 3. Effect of pretreatment with 100 ub polydatin (PDY or 5 M butylated hydrosytoluens
{BHT) on cytochrome levels in mitochondria exposed to 530 uM fermous iron (Fe): (a) representative
cytochrome differential absorption spectra. Diotted lines indicate the absorption maximuom for cy-
tochromes © + ¢y (550 nm) and cytochromes ar, (&0 nm); (k) quantification of cytochrome © + oy levels;
{c): quantification of cytochrome sa, levels. Results are expressed in (b.c) as the mean = standard
error of n = 4. * p < 005 vs. CTRL and § p < 005 v=. Fe (one-way ANOVA, Holm—Sidak post hoc best,
= 005).
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2.3. Polydatin Enhances the Activity of ETC Complexes of Rat Liver Mitochondria Subjected to
FE" Stress

The activity of ETC complexes was evaluated to determine whether polydatin could
improve ETC function under Fe?* stress conditions by enhancing cytochrome content and
protecting against cardiolipin loss and lipid peroxidation. Complex I activity tended to
decrease in a non-statistically significant manner with 25 uM Fe?* (Figure 4a). Higher
concentrations of Fe?* were not tested due to a total inhibition of complex I that could not
be recovered with either polydatin or BHT. Preincubation with BHT or polydatin enhanced
the activity of complex I, which was twice as high with polydatin compared to the activity
in the presence of Fe?* and was even significantly higher than the control activity. Complex
11 activity was challenged against incubation with 50 uM Fe?* (Figure 4b). This caused a
decrease of 43.2% for this activity, which was entirely prevented by preincubation with
BHT or polydatin. In fact, the activity with either of these antioxidants in the presence of
Fe** increased statistically significantly above the control activity
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Figure 4. Effect of pretreatment with polydatin (PD) or butylated hydroxytoluene (BHT) on the
activity of ETC complexes of mitochondria exposed to Fe'* (Fe): (a) complex | activity (50 uM PD,
25 uM BHT, 25 uM Fe**); (b) complex [ activity (100 uM PD, 5 uM BHT, 50 uM Fe*); () complex 111
activity (100 uM PD, 5 uM BHT, 50 uM Fe®*); {d) complex IV activity (200 uM PD, 5 uM BHT, 100 uM
Fe**). Results are expressed as mean = standard errorof n > 3. * p < 0.05 vs. CTRL and % p < 0.05 vs.
Fe (one-way ANOVA, Holm-Sidak post hoc test, except for (c), where the Student-Newman-Keuls
method was used, p < 0.05).

Complex IIT underwent an inhibition of 60" upon treatment with 50 uM Fe?t (Figure 3c),

which was totally prevented by BHT. Polydatin statistically significantly increased this activity
twofold with respect to the activity of the control. Complex IV activity decreased by 63% with
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100 uM Fe?* (Figure 4d). As in the rest of the complexes, preincubation with polydatin or
BHT prevented inhibition of the complex by Fe?*.

The above results indicate that polydatin can prevent the inhibition of all ETC com-
plexes of liver mitochondria induced by Fe?* overload. This could be related not only to
the protective effect of polydatin against lipid peroxidation, but also to its protective effect
at the level of cytochromes and cardiolipin.

2.4. Polydatin Ablates ROS Overproduction in Rat Liver Mitochondria Subjected to Iron Overload

The ability of polydatin to prevent iron overload-induced ROS overproduction in
rat liver mitochondria was investigated (Figure 5). ETC produces ROS when control
mitochondria are energized with glutamate-malate as a complex I substrate. The addition
of antimycin A, an inhibitor of complex 111 activity, increased ROS production, showing
that the detected species are due to ETC activity. Incubation with Fe?* increased ROS
production almost threefold, being insensitive to the addition of antimycin A, suggesting
that this increase is due to both an increase in ROS produced by ETC and ROS produced
directly by Fe?*. Preincubation with polydatin before iron overload decreased ROS levels
even below control mitochondria levels. As in control mitochondria, antimycin A increased
ROS levels, but they remained below control levels. These data indicate that polydatin
can mitigate ROS production not only due to the activity of ETC complexes, but also that
produced by iron directly, which agrees with the protective effect of polydatin against lipid
peroxidation, the decrease in cardiolipin and cytochrome levels, as well as the inhibition of
ETC complexes induced by Fe®*.
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Figure 5. Effect of pretreatment with ) uM polydatin (PD) on ROS levels of mitochondria exposed
to 25 uM ferrous iron (Fe). Mitochondria were incubated with glutamate-malate (G + M; open bars)
to stimulate ROS production and antimycin A (AA; diagonal striped bars) to stimulate maximal ROS
production in the ETC. Results are expressed as the mean = standard errorof n > 5. * p < 0.05 vs.
CTRL and % p < 0.05 vs. Fe (one-way ANOVA, Holm-Sidak post hoc test, p < 0.05).

CTRL

3. Discussion

The results of this study suggest that the beneficial effects of polydatin under patho-
physiological conditions of iron overload in liver mitochondria could be mediated by a
direct antioxidant effect that decreases lipid peroxidation levels (Figure 1), partially de-
creases cardiolipin loss (Figure 2), and enhances cytochrome levels (Figure 3), leading
to an increase in ETC activity (Figure 4) and a decrease in ROS levels (Figure 5). The
addition of ferrous sulfate in acid solution in phosphate buffer, similar to the conditions
used in this study, results in the production of OH*® radicals and the initiation of lipid
peroxidation in biological membranes [30]. This agrees with the 3.2-fold increase in lipid
peroxidation levels observed in Figure 1. Likewise, it has been reported that polydatin is
able to scavenge OH® [29], which is consistent with the total prevention in Fe?*-stimulated
lipid peroxidation observed in Figure 1. Also, it has been reported that the antioxidant
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mechanism of BHT is through the neutralization of free radicals by the donation of a proton
to free radicals, which prevents the extraction of a proton from a polyunsaturated fatty acid
and the initiation of lipid peroxidation [31]. Therefore, the similar results obtained in lipid
peroxidation with BHT and polydatin could be explained by both sharing a hydrophobic
character and a similar mechanism of antioxidant action.

The depletion of cardiolipin cbserved with Fe?* incubation (Figure 2) was expected,
since this phospholipid is highly susceptible to lipid peroxidation as a result of having
four highly unsaturated acyl groups [6], which increases the number of bis-allylic hydro-
gens susceptible to removal by OH* radicals. However, the differential effects between
BHT and polydatin on cardiolipin levels (Figure 2) were not expected, given that both
antioxidants prevented lipid peroxidation to the same extent. It is possible that the differ-
ences between their effects lie in the lipid solubility of these two antioxidants, since BHT
(calculated log P = 5.3) has a partition coefficient 3.1 times higher than polydatin (calcu-
lated log P = 1.7) [32,33]. Therefore, BHT is more likely to become stuck in the center of the
lipid bilayer due to its extreme hydrophobicity, which would make it less accessible in the
vicinity of the mitochondrial inner membrane where cardiolipin resides exclusively [34].
Various concerns have been raised by the use of nonyl acridine orange for the determination
of cardiolipin content. For example, accumulation of this dye has been found in situ in
mitochondria of Saccharomyces cerevisiae cells which are mutant in terms of cardiolipin
synthesis [35]. On the other hand, nonyl acridine orange has been found to distribute
outside the mitochondrion in cells with mitochondrial inner membrane depolarization [36].
This has discouraged the use of this dye in situ in cells and tissues [37]. In contrast, in
membrane models, it has been found that nonyl acridine orange binds to cardiolipin with
an affinity that is constantly two orders of magnitude higher than with phosphatidylserine
and phosphatidylinosiltol, in addition to the observation that in isolated mitochondria,
cardiolipin content correlates with acridine orange fluorescence [33]. Therefore, with ap-
propriate conditions, it has been proposed that mitochondrial cardiolipin concentration
can be estimated in isolated mitochondria and other membrane models [38,39].

On the other hand, while lipid peroxidation was totally prevented by polydatin
(Figure 1), cardiolipin levels were partially preserved by polydatin after iron overload
(Figure 2). Polydatin crosses the plasma membrane by passive diffusion and by facilitated
transport via sodium-dependent glucose transporter 1 (SGLT1) [40]. In a recent study of
glucose transporters localization in endomembranes, the presence of SGLT1 in mitochon-
drial membranes was not predicted [41]. This suggests that the accessibility of polydatin
was limited by a probable process of passive diffusion across the mitochondrial outer
membrane, as polydatin has an intermediate value of partition coefficient of 1.7, giving
it limited accessibility to the vicinity of the mitochondrial inner membrane to trap OH®
radicals and prevent cardiolipin peroxidation.

Both cytochrome ¢ and the heme ¢ group of the cytochrome ¢; subunit of ETC complex
111 are located in the intermembrane space. Cytochrome ¢ interacts with the cardiolipin
of the mitochondrial inner membrane [42], whereas heme ) is anchored in a region of
the cytochrome ¢ subunit in contact with the solvent of the intermembrane space [43].
Therefore, the preservation of cytochrome ¢ levels by polydatin could proceed by the

tion conferred by this antioxidant to cardiolipin, decreasing its detachment from
the mitochondrial inner membrane by maintaining cytochrome c—cardiolipin interactions.
This would explain why control levels of cytochrome ¢ were not reached with polydatin
treatment (Figure 3), since the protection of cardiolipin by polydatin was also partial
(Figure 2). Likewise, partial protection of polydatin against Fe’* overload-induced damage
to cytochrome c; would be expected given its location in the mitochondrial inner membrane
space and the restrictions on the accessibility of polydatin to this part of the mitochondrion
noted above. Unlike the ¢ + ¢1 heme groups, the aa3 heme groups of complex IV are in
the core of the mitochondrial inner membrane [44]. Since lipid peroxidation was almost
completely prevented with polydatin or BHT, this could explain the better preservation of
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heme ar; with either of these two antioxidants than that obtained with heme ¢ + ¢y, since
the hydrophobic environment surrounding heme aa; would be better preserved.

The activity of all ETC complexes was decreased by Fe** treatment (Figure 4), which
was expected by virtue of the damage to the mitochondrial inner membrane induced by
lipid peroxidation (Figure 1), the decrease in cardiolipin content (Figure 2), which is neces-
sary for optimal activities of ETC complexes [45], as well as the decrease in cytochromes con-
tent (Figure 3), which are involved in electron transfer in complexes 11l and IV [43,44]. Since
all these alterations could be prevented by preincubation with polydatin, the decrease in the
activities of all ETC complexes was also totally prevented by this antioxidant. Something
similar occurred with BHT, confirming that peroxidative damage to mitochondrial lipids is
a central process in the inhibition of ETC by oxidative stress and that polydatin is as effec-
tive as a more lipophilic and, therefore, toxic antioxidant, such as BHT [46], in counteracting
damage in a hydrophobic environment, such as the mitochondrial inner membrane.

Mitochondria produce ROS in response to substrate oxidation and these are increased
by antimycin A-induced blockade of ETC in control mitochondria (Figure 5). The three-fold
increase in ROS production and insensitivity to antimycin A (i.e,, ROS are not increased by
the addition of antimycin A), indicates that the increase in ROS was due both to defective
electron transfer in ETC (Figure 4), but also by the direct production of free radicals such as
the OH* radical induced by the excess of added iron [14]. The decrease in ROS levels with
polydatin even below control levels indicates that this antioxidant not only scavenges the
radicals produced by ETC, but also the OH® radical produced directly by iron, which is
consistent with the ability of polydatin to scavenge OH® radical as previously reported [29].
The OH* radical scavenging by polydatin would be the initial step in the protective effects
of polydatin against oxidative damage on mitochondrial function, as the decrease in ROS
levels would decrease the peroxidation of mitochondrial membrane lipids (Figure 1), which
in tum, would preserve cardiolipin levels (Figure 2). This would preserve the interactions of
cytochrome ¢ with cardiolipin and, in general, the integrity of the ETC complexes and their
heme groups (Figure 3), resulting in improved electron flow through the ETC (Figure 4)
and decreasing the ROS produced by the ETC (Figure 5).

The implications of the results of this study are related to the effect of polydatin in
liver diseases involving oxidative damage, where it has been observed that polydatin
can prevent apoptosis [47]. This could be related to the increase in cardiolipin levels in
mitochondria induced by polydatin, since this would preserve the cytochrome c—cardiolipin
interactions that keep this protein bound to the mitochondrial inner membrane, preventing
its release into the cytosol and the induction of the apoptotic cascade [5]. The preservation
of cytochrome levels in general and the improvement in cardiolipin levels could also be part
of the mechanism that explains the protection by polydatin of the inhibition of ETC complex
activity in rats with alcoholic liver disease [21], which is consistent with the result obtained
in Figure 4. It should be noted that although that work and this study showed a protective
effect of polydatin against the inhibition of ETC complexes by different conditions leading
to oxidative stress, the effect of polydatin on cytochrome levels, cardiolipin content, and
levels of lipid peroxidation in mitochondria was not determined in that work, although
protection against lipid peroxidation in liver tissue was demonstrated [21].

Iron overload and lipid peroxidation are key events in the induction of cell death by
ferroptosis [45]. These events have been implicated in ferroptosis liver damage in some
diseases, such as hepatic ischemia-reperfusion, NAFLD, ALD, hemochromatosis, and
drug-induced liver damage [49]. One of the factors that negatively regulate ferroptosis
is glutathione peroxidase-4 (Gpx-4), which decreases lipid peroxidation in the mitochon-
dria and cytosol in a glutathione-dependent manner [50]. Given that the results of our
study show that polydatin is highly effective in decreasing lipid peroxidation in liver
mitochondria exposed to iron overload (Figure 1), and that polydatin has been shown to
decrease lipid peroxidation in the liver and to increase glutathione levels [21], this allows
us to propose that one mechanism of action of polydatin against some of the liver diseases
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mentioned above [47] is the suppression of the initial steps of ferroptosis by substituting
the function of Gpx-4 in the mitochondria and cytosol.

Regarding whether the iron concentrations used in this study are close to the free
iron concentrations found in pathophysiological states affecting liver iron homeostasis,
it should first be considered that the physiological concentration of free iron in liver cell
mitochondria varies from between 4.8 uM to 9.2 = 2.7 uM in one study [51], while in
another study an average concentration of 12.2 + 4.9 was found, with a range of fluctuation
between individual cells from 0.3 to 19.2 uM iron [52]. On the other hand, in two studies
using a rodent model of hemochromatosis, it was found that the concentration of free
iron in liver mitochondria increased by 2 to 3 times, although the absolute values were
not reported [53,5¢]. Assuming a maximum basal concentration of 19.2 uM and a 3-fold
increase in hemochromatosis, this results in a ccncentmhon of 57.6 uM free iron, which
is in the range used in our experiments of 25 and 50 uM Fe®* in most of the experiments,
except in the measurement of complex IV activity, where 100uM Fe®* was used because its
enzyme activity showed a low sensitivity to iron inhibition.

The main limitation of this work is that it was performed on isolated mitochondria;
thus, the effect of polydatin on mitochondrial quality control processes and mitochondrial
dynamics could not be evaluated. Likewise, ETC is a dynamic entity that forms supramolec-
ular associations called respiratory supercomplexes, whose formation is highly dependent
on the phospholipid cardiolipin [55]. The results of this study do not allow us to elucidate
whether the improvement in ETC function by polydatin was due to enhanced formation
of respiratory supercomplexes. On the other hand, the technique used to determine cy-
tochrome levels does not allow us to distinguish between cytochrome ¢ and cytochrome c;.
Therefore, detection of extramitochondrial cytochrome ¢ levels by Westem blot is necessary.

4. Materials and Methods
4.1. Animals and Mitochondria Isolation

Male Wistar rats weighing approximately 300 g were used, which were bred in the bio-
therium of the Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas, Universidad Michoacana
de San Nicolds de Hidalgo (IIQB-UMSNH). The animals were sacrificed by decapitation
in accordance with Official Mexican Standard-NOM-062-Z00-1999 [56], Technical specifi-
cations for the production, care, and use of laboratory animals. This procedure was also
approved by the Biosafety and Bicethics Committee of IQB-UMSNH.

Once the liver was dissected, the mitochondria were isolated by differential centrifu-
gation. Briefly, the liver was cut into small pieces and homogenized in glass/teflon Potter
Elvehjem homogenizer filled with medium 1 at 4 °C (220 mM mannitol, 70 mM sucrose,
2 mM MOPS, 1 mM EGTA, pH 7.4). The homogenate was centrifuged at 2500 rpm and
the supernatant was recovered and centrifuged at 7500 rpm. The resulting pellet was
resuspended in medium 2 (220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 2 mM MOPS at pH 7.4),
then 80 uL of 0.2% albumin was added and centrifuged at 9000 rpm. Finally, the pellet was
re-suspended in 500 uL of medium 2. All centrifugations were performed for 10 min at
4 °C in a Sorvall RC6+ centrifuge. Mitochondrial protein concentration was determined by
the Biuret method.

4.2. Treatment of Mitochondria with Iron and Antioxidants

Mitochondria were resuspended in 30 mM KH;PO; medium (pH 6.8) at the concen-
tration indicated for each methodology. Mitochondria were incubated for 15 min with
polydatin (catalog #15721, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) or BHT (catalog # 34750,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) at the concentrations indicated in the captions of each
figure. Subsequently, FeSOys was added at the concentration indicated at the caption of
each figure and incubated for 30 min. The incubations were performed on ice with constant
agitation. At the end of each incubation, an excess of EDTA was added to chelate the
remaining iron in the medium. The FeSOy stock was prepared prior to the start of each
experiment in deionized water acidified with 2 drops of H,S0; to avoid oxidation of the
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Fe** ion to Fe* ion. For the control samples, the incubations were performed in the same
way, except that the addition of the antioxidants and Fe;SO; was omitted. For the iron-only
treatments, incubations were performed in the same manner, except that the addition of
the antioxidants was omitted.

The iron concentrations for each experiment were chosen based on a previous study
by our research group, where a concentration of 50 uM FeSOy caused approximately half of
the maximal effect on lipid peroxidation levels in rat liver mitochondria [57]. However, this
concentration of iron could not be used for the measurement of complex 1 activity, since we
observed that 50 uM Fe?* fully inhibits the activity of this complex and could not be rescued
by preincubation with antioxidants; thus, a concentration of 25 uM iron was selected, which
was also used for the measurement of ROS levels, since larger concentrations did not further
increase ROS levels. On the other hand, complex IV was found to be insensitive to inhibition
by 50 uM Fe®*; therefore, a concentration of 100 uM Fe?* was used. Also, in preliminary
experiments, it was observed that a 2:1 ratio of polydatin-iron completely inhibited lipid
peroxidation; hence, a 2:1 ratio of polydatin-iron was set for all experiments.

4.3. Lipid Peroxidation Assay

Lipid peroxidation levels were determined by the method reported by Eldelmeier
et al. [58]. A 10 mM solution of N-methyl-2-phenylindole in acetonitrile and methanol
(3:1; v/v) was prepared. To each tube containing 0.5 mg/mL of mitochondrial protein,
freshly treated as described in the previous section, 1.3 mL of N-methyl-2-phenylindole
solution and 300 uL of methanesulfonic acid were added. A 0.01 M FeCl; solution was
prepared and 20 uL was added to each tube and mixed on a vortex shaker. The tubes
were incubated in a water bath at 45 °C for 30 min. Subsequently, 1 mL of butanol was
added and incubated for 10 min. The absorbance was determined at 586 nm on a Shimadzu
UV2550 spectrophotometer (Kyoto, Japan).

4.4. Determination of Cardiolipin Levels

Cardiolipin levels were assessed with acridine orange dye according to the protocol
described by Petit et al. [35]. A total of 10 uM nonylacridine orange (catalog #A7847, Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) was added to 0.1 mg/mL of freshly incubated mitochondria
as described above. The final volume of this solution was adjusted to 1 mL with 50 mM
Tris/HCl buffer (pH 7.4). Samples were incubated for 10 min and centrifuged at 12,000 rpm
for 10 min and the absorbance of the supernatant was determined at 495 nm. The con-
centration of free nonylacridine orange was calculated from a calibration curve of known
concentrations of nonylacridine orange (0-150 uM). The fraction of nonylacridine orange
bound to cardiolipin was calculated by subtracting the total concentration of nonylacridine
orange added to the mitochondria minus the free colorant in the supernatant. The mito-
chondrial cardiolipin concentration was calculated, taking into account a stoichiometry of
2 moles of nonylacridine orange/mol cardiolipin.

4.5. Evaluation of the Activities of ETC Complexes

Subsequent to treatment of the mitochondria as described above, the mitochondria
were solubilized with Triton X-100 at a final concentration of 0.01% (6 uL of a 10x Triton
solution in a total volume of 600 mL) to facilitate access for substrates and inhibitors to
the redox sites of the ETC complexes, as per the protocol described by Hallberg et al. [39].
The activity of Complex I was determined by assessing NADH oxidation using K3Fe(CN);
as electron acceptor. A total of 0.3 mg/mL of mitochondria, which had undergone three
previous freeze-thaw cycles, was resuspended in 1 mL of 50 mM KH,;PO; buffer and
incubated with 1 ug of antimycin A and 1 mM KCN. Following a five-minute incubation
period, 5 mM K3Fe(CN); was added, and the absorbance was measured for one minute at
340 nm using a Shimadzu UV2550 spectrophotometer. Subsequently, NADH was added,
and its oxidation was monitored for a period of four minutes. The rate of NADH oxidation
was calculated using the molar extinction coefficient of 63 mM-! cm -1 [60].
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The enzyme activity of Complex 11 was assessed at room temperature through the
measurement of the succinate-stimulated reduction of 2,6-dichlorophenyl indophenol
(DCIP). Mitochondrial permeability was achieved through the use of 0.05% Triton X-100
detergent. The reaction mixture consisted of 50 mM KH2POy buffer (pH 7.6), 0.3 mg/mL
Triton X-100-permeabilized mitochondria, 80 uM DCIF, 1 g antimycin A, and 0.75 mM
KCN, with a final volume of 1 mL. Following a five-minute incubation period with the
inhibitors, the reaction was initiated with 10 mM sodium succinate (pH 7.6). Changes in
absorbance were recorded on a Shimadzu UV2550 spectrophotometer at a wavelength of
600 nm. The reduction rate of DCIP was calculated from the slope of the absorbance graph
using the molar extinction coefficient of 21 mM “Tem~! for DCIP [60).

The reaction mixture employed to ascertain the activity of complex [l comprised
50 mM KH;PO; (pH 7.6), 0.1 mg/mL permeabilized mitochondria, 1.5 mg oxidized cy-
tochrome ¢, and 0.75 mM KCN, in a final volume of 1 mL. Following a five-minute incuba-
tion period, the reaction was initiated by the addition of 10 mM sodium succinate (pH 7.6).
The reaction was terminated by the addition of 1 ug of antimycin A. The absorbance
changes were recorded on a Shimadzu UV2550 spectrophotometer at 550 nm. The rate
of cytochrome ¢ reduction was calculated from the slopes of the absorbance plots using
the molar extinction coefficient of 19.1 mM-! cm-? for cytochrome ¢ [60]. The reduction
of antimycin A-sensitive cytochrome ¢ was calculated by subtracting the activity in the
presence of antimycin A and succinate from the activity stimulated with succinate alone.

To measure the enzymatic activity of complex IV, the reaction mixture consisted of
50 mM KH2POy (pH 7.6), 0.1 mg/mL permeabilized mitochondria, and 1 ug antimycin A,
with a final volume of 1 mL. Following a five-minute incubation period, the reaction was
initiated by adding 250 ug of cytochrome ¢, which had been reduced with dithionite. The
absorbance changes were recorded on a Shimadzu UV2550 spectrophotometer at 550 nm.
The oxidation rate of cytochrome ¢ was calculated from the slopes of the absorbance plots
using the molar extinction coefficient of 19.1 mM-! ecm~! for cytochrome c [60].

4.6. Determination of Cytochrome Levels

Cytochrome content was obtained by measuring, at room temperature, reduced minus
oxidized spectra of mitochondria with a Shimadzu UV2550 spectrophotometer. A total
of 5 mg/mL of mitochondrial protein previously incubated with iron and antioxidants as
described above was placed in reference and sample cuvettes to record a baseline. Prior to
recording the reduced spectra, 0.01 g of sodium dithionite was added as a reducing agent in
the reference cuvette. The spectra were evaluated between 500 and 620 nm. The cytochrome
content was determined from the molar extinction coefficients and wavelengths reported
in[61].

4.7. Assessment of ROS Production

ROS production was determined with the fluorescent probe 2',7'-dichlorodihy
drofluorescein diacetate (H2DCF-DA, catalog #D6883, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
A total of 05 mg/mL of mitochondrial protein previously treated with iron or antioxidants,
as described above, was used. The mitochondrial protein was resuspended in a buffer
containing 10 mM HEPES, 100 mM KCI, 3 mM MgCl, and 3 mM KH,POjy (pH 74), and
incubated with the fluorescent probe for 20 min at 4 “C under constant shaking. After
incubation, the suspension was placed in a quartz cuvette and the basal fluorescence was
recorded. After one minute, 10 mM glutamate/malate was added as a substrate for com-
plex L. After 10 min, 1 ug antimycin A was added for 5 min. Fluorescence was measured at
30 “C on a Shimadzu RF-5301PC spectrofluorometer (A., 491 nm; Ao, 518 nm).

4.8. Statistical Amalysis of Data

Data were expressed as the mean =+ standard error of n > 3. Statistically significant
differences between the means of each group were analyzed with an analysis of variance
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(one-way ANOVA), followed by the post hoc tests mentioned in the legend of each figure
(p < 0.05), using SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA).

5. Conclusions

Polydatin prevented iron-induced mitochondrial damage under in vitro conditions by
preventing increased ROS formation, which attenuated lipid peroxidation and cardiolipin
loss. The above was assodated with a preservation of cytochrome levels, resulting in
the improved functioning of ETC complexes. These effects could mediate the beneficial
effects of polydatin in liver diseases characterized by increased iron levels, excessive ROS
production, mitochondrial dysfunction, and lipid damage, including cardiolipin.
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