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Resumen

La mitocondria, organelo de control bioenergético de las células eucariotas, constituye
ademas un sitio de formacién de especies oxidantes derivadas del oxigeno y del 6xido
nitrico que mediando reacciones de oxidacién de biomoléculas, cumplen roles
sefializadores o determinan alteraciones estructurales y funcionales mediando la

disfuncion mitocondrial.

El radical superdoxido y especies derivadas de su reaccién con o6xido nitrico
(peroxinitrito y radical carbonato) reaccionan rapida y selectivamente con el centro
Fe-S de la aconitasa mitocondrial, determinando la inhibicion de esta enzima del ciclo
de Krebs. La presencia de la aconitasa oxidada y nitrada en diversos modelos animales
de sepsis, inflamacién, envejecimiento y diabetes la revelan como un blanco

preferencial de especies oxidantes in vivo.

Para determinar la contribucién de la inhibicidon de la aconitasa sobre la bioenergética
celular, empleamos un estudio de control metabdlico, determinando el coeficiente de
control de flujo de la aconitasa sobre la respiracion mitocondrial en distintos érganos
de rata. Se midio la actividad aconitasa y la respiracién mitocondrial en mitocondrias
aisladas de cerebro, higado, corazén vy rifién de rata en presencia de fluorocitrato, un
inhibidor competitivo de la aconitasa. El fluorocitrato determiné una inhibicién de la
aconitasa mitocondrial con valores de ICsy que variaron desde 7 a 24 uM entre los
6rganos estudiados.

Establecimos losumbrales de inhibicion de la aconitasa sobre la cadena respiratoria
mitocondrial, obteniéndose valores de ~37%, ~31%, en rindn e higado y «5% para
cerebro y corazén. Los tejidos que presentaron el mayor coeficiente de control de

flujo fueron cerebro y corazén (0.98+0.023 y 0.80 +£0.015 respectivamente).



La actividad especifica de la aconitasa mitocondrial presentd variaciones amplias entre
los tejidos observandose valores desde 60 mU/mg en higado hasta 321 mU/mg en
rifidn a 21% de oxigeno.

En mitocondrias de corazén y cerebro la inhibicion de la aconitasa en un 50% de su
actividad, determiné una disminucidn significativa de la produccién mitocondrial de
peroxido de hidrégeno y en paralelo, se observd la despolarizacion de membrana
mitocondrial.

Nuestros resultados indican que la aconitasa ejerce un alto control sobre la respiracion
y sustenta que la inactivacién de la aconitasa puede proporcionar un mecanismo

rapido de control para frenar la formacion de especies reactivas en la mitocondria.



Introduccion

Formacion de especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno en la
Mitocondria

Durante el metabolismo celular aerdbico se producen especies reactivas del oxigeno
(ROS), como superdxido (0,7), perdxido de hidrogeno (H,0,) y radical hidroxilo (‘OH).
En células eucariotas, los principales sitios de formacion de ROS son la cadena
respiratoria mitocondrial, las enzimas microsomales citocromo P450 oxigenasas, las
NAD(P)H oxidasas asociadas a la membrana plasmatica, el metabolismo peroxisomal
de acidos grasos y reticulo endoplasmatico por parte de las flavoproteinas que oxidan

tioles proteicos y producen perdxido de hidrégeno durante el plegamiento de proteico

(1).

La mitocondria constituye el principal sitio de control bioenergético en la mayoria de
las células de mamifero. El nUmero de mitocondrias en los diferentes tejidos reflejan la
funcion fisiologica del tejido y determinan su capacidad para llevar a cabo funciones
metabdlicas aerdbicas. Durante el transporte electrénico mitocondrial se genera un
gradiente electroquimico (de protones) a través de la membrana mitocondrial interna
el cual se disipa al acoplarse fundamentalmente a la sintesis de ATP (Figura 1), pero

también es utilizado para el transporte de cationes como el ca® o disipado como calor



por accién de las proteinas desacoplantes (UCPs, del inglés uncoupling proteins)(2).
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Figura 1: Esquema de la cadena de transporte de electrones y su relacién con el ciclo
de Krebs

La respiracion mitocondrial es una importante fuente de O,”, se considera que entre
un 0,1-2% del oxigeno consumido se convierte en O,", tanto en condiciones normales
o patoldgicas(3). Cuando la relacién NADH/ NAD" es elevada en la matriz mitocondrial
el cofactor del complejo | flavin mononucleétido (FMN) queda reducido
favoreciéndose la formacién de 0,7 (4). También durante el transporte reverso de
electrones la coenzima Q puede reducir al complejo | llevando a la formacién de 0,7,
este Ultimo mecanismo, constituye una fuente importante en cerebro particularmente
en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson (5) y en sindromes de
isquemia-reperfusion(6).

El complejo Il acepta electrones del complejo | y Il; contiene 3 grupos hemos y un
centro FeS interaccionando con la coenzima Q (CoQ), durante el ciclo Q la reaccion del
O,con ubisemiquinona (CoQH’) lleva a la formacion de O,” a ambos lados de la
membrana mitocondrial interna(7). El caracter aniénico de O, ~ (pKa = 4.7) limita su

difusidon a través de las membranas. El O,” puede ser transformado en H,0, por la
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superoxido dismutasa (SOD), de Mn en la matriz o CuZn en el espacio
intermembrana(k= 2x10° M™s™) o reaccionar directamente con algunos blancos de Ia
matriz mitocondrial como por ejemplo con la aconitasa mitocondrial (aconitasa m) (k=
10'M" !s™ 1), o con el 6xido nitrico llevando a la a la formacion de peroxinitrito (ver
luego)(8).

La velocidad de formacion de superdxido por la cadena respiratoria es controlada por
accion de masas: incrementandose cuando aumenta la concentracidn de
transportadores reducidos o de oxigeno. Por esto, en estado 4 cuando la
concentracion de ADP es baja, la diferencia de potencial de membrana mitocondrial
interna aumenta, disminuye el flujo de electrones y al aumentar la concentracidn de
transportadores reducidos la formacién de O, aumenta. Por el contrario, en estado 3
cuando abunda el ADP y el potencial de membrana es menor, la velocidad del
trasporte electrénico aumenta y la formacién de O, cae(9-11). De acuerdo con esto,
en mitocondrias aisladas se ha observado que la hiperpolarizacién de la membrana
mitocondrial, levemente por encima de lo observado en el estado 3, resulta en un
aumento la formacidon de perdxido de hidrégeno(12). Por otra parte existe evidencia
de que las UCPs, cumplen roles antioxidantes, disipando el potencial de membrana

mitocondrial y disminuyendo la formacién de O,7°(13-15).

Otros factores que influyen en la produccion de ROS por la cadena respiratoria
incluyen: la presencia de inhibidores de la cadena respiratoria (que favorece la
hiperpolarizaciéon de la membrana mitocondrial), la presencia de agentes que realizan
ciclos redox y la sobrecarga de Ca’(16)

El 6xido nitrico ('NO) es un radical libre centrado en el nitréogeno formado por la
oxidacion del aminodcido L-arginina a citrulina, catalizada por una familia de enzimas
denominadas 6xido nitrico sintasas (NOS). Se han descrito 2 isoformas constitutivas: la
neuronal (nNOS) y la endotelial (eNOS), y una forma inducible (iNOS)(17). Aunque se
ha postulado la presencia de una isoforma mitocondrial de la NOS, la evidencia
experimental es contradictoria y la presencia de cofactores para su actividad es
limitada en la matriz mitocondrial(18).El ‘'NO es una molécula hidrofébica, lo que le
permite difundir con relativa facilidad dentro de las células y a través de las

membranas lipidicas y lipoproteinas, por lo tanto alcanza facilmente la mitocondria
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desde sus fuentes citosélicas. En concentraciones en el rango de pM o nM actda como
mediador en muchos procesos fisioldgicos tales como la regulacion del tono vascular,
la neurotransmisién y la modulacion de procesos inflamatorios(19). Sin embargo, a
concentraciones en el rango de uM (como las producidas por la iNOS), el 'NO tiene un
efecto citotoxico, reaccionando predominantemente con otras especies
paramagnéticas, incluyendo el hierro de hemoproteinas o centros Fe-S, O,, O,

radicales proteicos y lipidicos(20).

La reacciéon de combinacion entre 'NO y O, transcurre a velocidades muy altas
(k~1x10™ M's') y da lugar a la formacién del anién peroxinitrito (ONOO') y su &cido
conjugado, acido peroxinitroso (ONOOH) (pKa = 6.8). El ONOO™ puede oxidar por 1 0 2
electrones (E” +1.7 y +1.3 V respectivamente) biomoléculas tales como tioles de bajo
peso molecular(21, 22), ciertos residuos aminoacidicos como cisteina, metionina y
triptofano (23) hemoproteinas (24) y otros centros metdlicos(25). La evidencia

experimental sustentaque el ONOO'es el principal agente nitrante en la mitocondria

(8).

Las mitocondrias son fuentes y blanco de especies reactivas del oxigeno y del
nitréogeno. Estas pueden ser toxicas en la mitocondria a través de la inactivacion de
proteinas que contengan centros metalicos (ej. la aconitasa y la succinato
deshidrogenasa) o residuos criticos oxidables tales como cisteinas, metioninas o
tirosinas. Los lipidos de membranas asi como el ADNmt son también blancos de
especies reactivas. La mitocondria presenta diversas defensas antioxidantes, como las
enzimas superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD)(26), las peroxirredoxinas(27)
3y 5 (Prx 3y Prx5), catalasa (detectada en corazén e higado), y antioxidantes de bajo

peso molecular como el glutation(28).
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Rol de las especies reactivas mitocondriales: sefializacion y disfuncion
mitocondrial mediada por estrés oxidativo.

En condiciones fisioldgicas existe una produccién constante de radicales libres y
especies reactivas no radicalares que tienen roles en procesos de sefializacion celular,
sin embargo, cuando aumentan las concentraciones de estas especies pueden
ocasionar modificaciones oxidativas y a la alteracion funcional de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. El desbalance entre la tasa de produccion de estas especies y la tasa
de eliminacion de las mismas por parte de compuestos y enzimas antioxidantes lleva a
lo que se conoce como estrés oxidativo (29, 30).El delicado balance entre los efectos
perjudiciales y beneficiosos de los radicales libres es un aspecto muy importante para
los seres vivos y es mantenido mediante mecanismos denominados “regulacion
redox”. Estos procesos protegen a los organismos y mantienen la “homeostasis redox”

controlando el estado redox in vivo.

Un ejemplo de la funcién de las ROS mitocondriales en la sefializacion es la respuesta a
la hipoxia celular. La hipoxia genera una serie de sefales celulares que disparan una
respuesta adaptativa. Paraddjicamente, las ROS mitocondriales, en particular el H,0,
qgue difunde desde la mitocondria ha sido sefialado como la especie que induce la
estabilizacion del factor de trascripcidn inducible por hipoxia (HIF). La estabilizacién de
HIF, se debe a la inactivacién dependiente de H,0, de la prolil-hidroxilasa, enzimas que
hidroxilan y marcan de esta manera a las subunidades reguladoras (a) de HIF. Ademas,
otras respuestas se desencadenan en respuesta al aumento del H,0, mitocondrial en
hipoxia tales como la activacion de la AMPK y aumento en la concentracion citosodlica

de calcio(31)

Por otra parte, desde la deteccién de la formacién de O,"(y H,0,) por la mitocondria,
estas especies fueron vistas como subproductos toxicos del metabolismo aerdbico que
llevan a producir dafio oxidativo y disfuncién mitocondrial. Por ejemplo, la formacion
de O, por la mitocondria aumenta con la edad en los tejidos animales. La teoria

mitocondrial del envejecimiento plantea que las especies oxidantes derivadas del O,
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formado en la mitocondria dafian al ADN mitocondrial (ADNmt) y que la acumulacién

del dafio es el principal factor patogénico del envejecimiento.(32, 33)

En las células endoteliales la produccién de O,” a nivel mitocondrial aumenta en
condiciones en que el metabolismo de la célula se ve perturbado. Por ejemplo se
postulé que la hiperglicemia produce un aumento en la produccion de O;”
mitocondrial(34, 35), como fuera demostrado en células endoteliales bovinas

cultivadas en medio con alta concentracion de glucosa (36).

En la sepsis se observa una disminucién de la contractilidad diafragmatica, mediada
por la produccién excesiva de ‘NO. En modelos de Sepsis en ratas, provocadas por un
ligacion cecal, se observd que la produccidén de especies reactivas que desempefian
una papel critico en la disfuncién mitocondrial determinan la hipocontractilidad
diafragmatica. La utilizacidn de porfirinas de manganeso (atrapador de radicales como
peroxinitrito) mejoro la disfuncién diafragmatica y mitocondrial, pudiendo contribuir a

la prevencion de la insuficiencia de 6rganos durante la sepsis.(37)

En diversas enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, y ELA (esclerésis
lateral amiotrodfica), se ha evidenciado una disfuncién mitocondrial, tanto en modelos
animales como en humanos, la cual mejora mediante el tratamiento con antioxidantes
dirigidos a la mitocondria , reflejando la participacién primaria mitocondrial en la

patogenia de estas enfermedades.(38)

La diabetes, la sepsis y las enfermedades neurodegenerativas son ejemplos de
patologias donde la formacion aumentada de uno o ambos radicales precursores,
conduce a la formacién de peroxinitrito en la mitocondria conllevando a la disfuncién
mitocondrial. Por lo tanto utilizacion de antioxidantes dirigidos a la mitocondria puede

contribuir a la prevencién o mejora de diversas patologias (8).
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Aconitasa mitocondrial y especies reactivas

En mamiferos se pueden distinguir dos isoformas de aconitasa: una mitocondrial y una
citosdlica, estas son codificadas por distintos genes y presentan funciones fisioldgicas
diferentes. Las aconitasas son proteinas ferro-sulfuradas con un centro [4Fe-4S] en su
sitio activo (Figura 2), la aconitasa mitocondrial (aconitasa m) es una deshidratasa
participante del ciclo de Krebs que cataliza la interconversion especifica de citrato a
isocitrato pasando por un intermediario cis-aconitato. La aconitasa citosodlica
(aconitasac/IRP-1) es una enzima bifuncional: en su forma [4Fe-4S] presenta la misma
actividad catalitica que la aconitasa m, pero en su forma de apoproteina se une a
secuencias especificas del ARN mensajero (IREs) del receptor de transferrina y la
ferritina entre otros, e interviene en la regulacién de la homeostasis celular de

hierro(39).
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Figura 2: Estructura de la aconitasa mitocondrial. Se muestra su centro

ferrosulfurado interaccionando con su sustrato el citrato.

La aconitasa m presentan en su sitio activo el grupo prostético [4Fe-4S] este posee un
atomo de hierro, Fea, que no se encuentra ligado con residuos proteicos y se puede
unir a grupos hidroxilo de los sustratos o del solvente (40). Es susceptible a la
inactivacion por O, el cual reacciona selectivamente con el grupo prostético con una

constante aproximadamente 10’M's?!, quedando con la forma [3Fe-4S]
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cataliticamente inactiva. El Fea, puede ser reincorporado en un proceso donde

participan reductores como el GSH recuperando la actividad enzimatica(41).

Dada la rdpida y selectiva reaccion de la aconitasa con 0,7, la relacién entre la cantidad
de aconitasa activa e inactiva ha sido usado como un método muy sensible para medir
la concentracion de O,  en estado estacionario ([0, ]ee) (42-44). En condiciones
intracelulares, asumiendo que la cantidad de hierro y reductores, la concentracién en
estado estacionario de aconitasa m activa en presencia de O,” va a estar dada por un
balance entre la tasa de inactivacién de la aconitasa y su tasa de reactivacion.(42, 45),
se puede calcular la concentracidon de O, a partir de la relacion entre el porcentaje de
aconitasa activa e inactiva.

Estudios realizados en nuestro grupo con la enzima aislada mostraron que el ONOO~
oxida el centro [4Fe-4S] de la aconitasa (k =10° M'ls'l), llevandolo a una forma [3Fe-4S]
con la liberacion de Fe libre inactivandose asi la enzima (46). En presencia de CO,, la
formacion de radical carbonato también promueve la oxidaciéon del centro
ferrosulfurado (k= 10°M™s'). Por otra parte, el ‘NO y nitrosotioles (como el
nitrosoglutation) reaccionan a altas concentraciones con el centro 4Fe-4S con
constantes de reaccién menores (0.65 y 0.23 M™.s™) y llevan a la disrupcion total del

centro Fe-S(46).

La inactivacion de la aconitasa se ve fuertemente aumentada cuando se favorece la
formacién de 0," y ‘NO simultdneamente produciendo también la nitracién de la

enzima(46-48).

La presencia de la aconitasa oxidada y nitrada en diversos modelos animales de sepsis,
inflamacidén, envejecimiento y diabetes la revelan como un blanco preferencial de

especies oxidantes.(49-52)

La aconitasa m eucariota evoluciond de su antecesor aconitasa B, enzima mas sensible
a los oxidantes que la aconitasa A que dio lugar a la aconitasa citosdlica (IRP). Se ha

postulado que la seleccion de una enzima altamente selectiva a oxidantes en la
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mitocondria puede proporcionar algun tipo de mecanismo regulatorio sobre el flujo de
electrones a la cadena respiratoria(53). Hasta el momento de iniciar este trabajo, no
habia evidencia experimental que apoyara esta hipotesis.

Por lo tanto, la inactivacién de la aconitasa m por oxidantes podria proveer de un
mecanismo de control del estrés oxidativo mitocondrial. La inhibicidn de la aconitasa
m frenaria el ciclo de Krebs, disminuyendo el flujo de equivalentes de reduccion que
ingresan a la cadena respiratoria, reduciendo la formacién de 0," por la misma, y
frenando la propagacién del estrés oxidativo. Al mismo tiempo, la acumulacién de
citrato, sustrato de la aconitasa m, contribuiria a la disminucién del metabolismo
mitocondrial aerdbico mediante la inhibicion de Ila enzima glucolitica

fosfofructoquinasa-1y de la citrato sintasa, enzima del Krebs.(54, 55)

El andlisis del control metabdlico (ACM)

Desde fines de los noventa, se han desarrollado algunas teorias para analizar el
comportamiento de sistemas metabdlicos de manera sistémica, entre estos se
encuentra el analisis delcontrol metabdlico(56). Esta aproximacién fue formulada
originalmente en los trabajos de Kacser y Burns 1973(57) y Heinrich y Rapoport
1974(58). Los postulados de este andlisis se pueden resumir en las siguientes
generalizaciones(56, 59):

a) el control del flujo se distribuye en todos los componentes enzimaticos de la via.

b) varias enzimas pueden ejercer control significativo del flujo

c) la distribucién del control puede variar con el cambio del estado metabdlico de la
célula o por cambios en las condiciones del experimento.

Esta teoria considera los sistemas metabdlicos como un todo, donde la respuesta del
flujo original (6J) a un pequefio cambio en la actividad de una enzima (ée) sera
entonces consecuencia de todas las variaciones de las concentraciones de
intermediarios. Esta respuesta puede ser cuantificada por el coeficiente de control del

flujo, CCF(59, 60).

17



En general, las enzimas de una ruta estan presentes en concentraciones mayores a las
necesarias para satisfacer las demandas metabdlicas. Como consecuencia una
inhibicién submaxima de la actividad enzimatica no afecta la velocidad de todo el
proceso metabdlico hasta que se alcanza un nivel (umbral) de inhibiciéon. Un concepto
implicito en la existencia de los umbrales es el grado del control de la enzima sobre el
proceso metabdlico.(61, 62). Por ejemplo, para el caso de los complejos de la cadena
respiratoria, los umbrales varian en los distintos tejidos, lo que se traduce en la
disfuncién tejido especifica observada en las enfermedades mitocondriales (63) en las
cuales la mutacion de alguna proteina de un complejo respiratorio se manifiesta en
una disfuncién mitocondrial exclusivamente en determinado tejido.

Abordando un andlisis de control metabdlico, estudiamos como la actividad aconitasa
m impacta sobre la respiracion mitocondrial, determinado el coeficiente de control de
flujo y el umbral necesario para alcanzar para este efecto. Con este abordaje se
pretendié determinar el impacto de la inactivacion de la aconitasa en la respiracién y

en la produccion de oxidantes mitocondriales.

Andlisis de datos

Todos los experimentos fueron realizados minimo de 3 veces, los resultados mostrados
en las imagenes corresponden a los mas representativos. Se analizo con el estadistico
test-t con un o 0.05 y P 0.05. Las graficas fueron realizadas utilizando OriginPro 8

(OriginLab Corporation).
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar el rol de la aconitasa m como sensor mitocondrial de oxidantes mediante el

abordaje de un estudio de analisis de control metabdlico.

Objetivos Especificos

1) Medidas de la respiracion en mitocondrias aisladas de diferentes érganos de
rata en presencia de diferentes sustratos e inhibidores de la aconitasa (ej.
fluorocitrato).

2) Determinar el coeficiente de control de flujo de la aconitasa m en diferentes
tejidos en condiciones basales y de estrés oxidativo.

3) Evaluacién de la relaciéon entre la actividad aconitasa m, el potencial de

membrana y la produccién de ROS.
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Materiales y Métodos

Purificacion de mitocondrias de higado, cerebro, corazon y rifion de rata.

Las mitocondrias se obtuvieron a partir de los diferentes 6rganos (higado, cerebro,
corazén y rifdn) de ratas Wistar macho adultos (aproximadamente 250 g). El protocolo
utilizado fue aprobado por la Comision Honoraria de Experimentacidon Animal, CHEA,
de la Facultad de Medicina de la Universidad de la Republica. Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital y sacrificados por dislocacion cervical. Los drganos se
extrajeron, se lavaron extensivamente con medio de purificacion mitocondrial (MRM)
y cortaron en fragmentos muy pequefios y estos fueron homogeneizados. El
homogenizado se centrifuga a 1500g y el sobrenadante de esta centrifugacidon se
centrifuga nuevamente a 12000 g, el pellet corresponde a la fraccidn enriquecida en
mitocondrias, que se resuspende en un minimo volumen en el medio de centrifugacion
con una concentracion de 15-50 mg de proteinas/mL. Este protocolo se modifico en la
purificacion de las mitocondrias de higado y de corazén, en Higado el homogeneizado
obtenido del érgano se filtré con gasas y el sobrenadante luego de la centrifugacién a
1500g también fue filtrado. En mitocondrias de corazén previo al homogenizado se
trituro el érgano pasandolo por una picadora, luego se contindo con la purificacién

descripta previamente.

Medidas del consumo de Oxigeno.

El consumo de oxigeno se evalud en preparaciones frescas de mitocondrias (0.01-0.05
mg/ml), con sustratos de los complejos mitocondriales. Para el Complejo | se utilizaron
glutamato 10mM y malato 2mM, para el Complejo Il se utilizé succinato 10 mM. En la
evaluacion de la respiracidon dependiente de la aconitasam se utilizaron como sustratos
citrato 10 Mm y malato 2mM (64). Con cada uno de los sustratos utilizados se valoro la
respiracion en estado lll y IV (altos niveles de ADP; bajos niveles de ADP, altos niveles
de sustratos respectivamente).Para lograr el estado Ill se adicioné 1mM de ADP.

En evaluar el efecto en la respiracion mitocondrial dependiente de la actividad

aconitasa se utilizd un inhibidor especifico el fluorocitrato cuando las mitocondrias se
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encontraban en estado lll. Para corroborar si la respiracién era aconitasa dependiente,
luego de la inhibicion se adiciond isocitrato 5 mM.

El consumo de oxigeno se valord utilizando un oximetro de alta resolucion (Oxygraph
2K, Insbruck, Austria). Los datos fueron tomados y analizados utilizando el software

DatLab (Oroboros).

Determinacion del Potencial de Membrana.

Se midié el potencial de membrana (AY) mitocondrial con safranina O en las
mitocondrias purificadas de los diferentes érganos en condiciones basales, y en los
diferentes estados de respiracién mitocondrial, para ello. las mitocondrias fueron
purificadas en medio libre de potasio como se describe en (65)

Se valoré con los cambios de fluorescencia de la Safranina O (se utilizd una
concentracion de 5 uM), a una A excitacion de 486 nm y una A emisién de 585 nm,
todas las medidas se realizaron a 37°C como describen en (4, 65) utilizando un
fluorimetro (FluoStar)

Para la determinaciéon del AY se realizd una curva de calibraciéon utilizando un
gradiente de KCl (Figura 1). Se aplico la ecuacién de Nerst y asumimos que la

concentracion de K* intramitocondrial es de 120mM(65, 66).
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KC1 0,6 M ] . .,
Figura 3: Curva de calibracién en

0,20 - KCl'1,2 um mitocondrias de Rifién de Rata.
Donde AF/F= (( Ffccp-FKCl)/
0,154 KCl 2,2 pM Ffcep) y AW es potencial de
“w membrana
= 0,10
< KCl 4,2 pM
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0105 KCI 3'2 IJ' Ad.RSauare 098257 Value Standard Error
B Intercept =~ -0,3401 0,02823
B Slope 0,00385 2,55842E-4
0,002~
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AY

En la grafica 3 se muestra una curva de calibracion para poder determinar el potencial
de membrana, donde F es la fluorescencia en presencia de FCCP y AF son los cambios

en florescencia correspondientes a las diferentes concentraciones de KCl.

+
K" intracelula Ecuacién 1, donde AY ~ 180

AY =60 log mV es un ApH~ 0.5 units

+
K extracelula

Con la ecuacion 1 correspondiente a la ecuacidn de Nerst se determind el potencial de

membrana mitocondrial.

Actividad aconitasa.

Se valord la actividad aconitasa m por un ensayo directo en mitocondrias frescas
sonicadas (15™/) se les adiciono citrato y se siguid la formacién del cis-aconitato,
intermediario de la reaccion de la aconitasa el cual tiene un maximo de absorbancia a
240nm (67) en 100mM Tris-HCl a pH=7.4.

Se midié la actividad luego de incubar las mitocondrias (previamente sonicadas) con
concentraciones creciente de fluorocitrato (0-60 uM). Se determiné la concentracién
necesaria de fluorocitrato para inhibir un 50% la actividad aconitasa (ICsp) ajustando las
graficas de actividad en funcién de concentracidon de fluorocitrato a una exponencial

simple.
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La actividad maxima de la aconitasa se determind en preparados frescos de
mitocondrias sonicadas de cada uno de los érganos, luego de incubar la muestra por

30 minutos en condiciones de hipoxia (2% O,) en una cdmara hipoxica Coy Lab.

Evaluacion de la produccion de peroxido de hidrogeno.

La ROS primaria producida durante la respiraciéon mitocondrial esO,", este radical en
su dismutacién genera H,0, (4).El Amplex Red es un sustrato no fluorescente que en
presencia de peroxidasa y H,0, es oxidado a una forma fluorescente (Aexc= 515 nm y
Aem =590 nm) y se utiliza como un método para la deteccion de H,0,.(68)

Se evalud la produccién de H,0,en una suspension de mitocondrias purificadas una
concentracion de 0.1 mg de proteina/ml en MRM 37 °C, en presencia de 0.5 U/ml de
Peroxidasa, y sustratos citrato 10mM y malato2mM. La formacion de H,0,
mitocondrial se evalud en estado IV y en estado lll de la respiracién con 1mM ADP en
presencia de Amplex Red (25uM), utilizando un el fluorimetro de placa (Fluostar).

En las mismas condiciones previamente mencionadas se les adiciono dos
concentraciones de fluorocitrato con el fin de evaluar el efecto de la inhibicion de la
actividad aconitasa en la formaciéon de O," . Las concentraciones de fluorocitrato
utilizadas son en la concentracion determinada en el umbral y en el ICspcomo se

indican en las figuras correspondientes

Expresion de Aconitasa en los diferentes organos de rata.

Las proteinas mitocondriales (30 ug) de cerebro, corazén, higado y rifién fueron
separadas por una SDS-PAGE al 10%, y los niveles de aconitasa m en los diferentes
tejidos fueron analizados por Western blot utilizando anticuerpo policlonal anti-
aconitasa 2 de ABCAM (ab71440). Las proteinas fueron detectadas y analizadas por

Odissey Infrared Imaging System.
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Determinacion del coeficiente de control de flujo y los umbrales
respiratorios.

En estudios del ACM se estudia el control relativo ejercido por cada uno de los pasos
(reacciones enzimaticas) en las variables del sistema (flujos y las concentraciones de
metabolitos). Este control se mide mediante la aplicacién de una perturbacion
mientras se mide o estudia el efecto en la variable de interés después de que el
sistema ha alcanzado un nuevo estado estacionario.

Con el fin de realizar un analisis de control metabdlico de los efecto de la actividad
aconitasa en la respiracién mitocondrial, determind la respiracion citrato dependiente
frente agregados de fluorocitrato (las concentraciones utilizadas fueron previamente
seleccionadas al medir actividad aconitasa) en estado lll. Los valores de velocidad de
consumo de oxigeno fueron utilizados para obtener las graficas de respiraciéon en
funcién de la actividad aconitasa donde se puede determinar el coeficiente de control
de flujo, un indice de contribucidn de la enzima al flujo de control en el toda la via. El
coeficiente de control de flujo se determind de acuerdo a la teoria de control

metabdlico (61).

dJo,
CI _  d(Inhibidor) Ecuacion 2
J —

dv.
d(Inhibidor)

En la ecuacién 2 se muestra como se determina el coeficiente de control de flujo
donde se relaciona pequeiias variaciones del flujo metabdlico (menos del 10% de
efecto en la actividad metabdlica) con respecto a la inhibicion de la actividad

enzimatica

Como también poder determinar el umbral de inhibicién el cual es un pardmetro que

nos indica cuanta enzima debe de estar inhibida para apreciar un efecto en la
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respiracion mitocondrial. EI umbral se obtiene del grafico del flujo de la ruta
metabdlica, en este caso se evalua el consumo de oxigeno por parte de las

mitocondrias en funcién de la actividad enzimatica, la aconitasa m. (Figura 3)

/

Umbral

Flujo de la Ruta Metabdlica

Actividad Enzimatica

Figura 3: Determinacién del umbral, donde se relaciona
el flujo metabdlico con la actividad enzimatica
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Resultados

Medidas de la actividad Aconitasa

Titulacion con fluorocitrato.

Con el fin de realizar un analisis de control metabdlico se evalué el impacto que tiene

la inhibicidn de la aconitasa (con un inhibidor especifico como es el fluorocitrato) sobre

la respiracion mitocondrial en distintos drganos de rata. La actividad de la enzima se

realiz6 en mitocondrias rotas por sonicacion y a una concentracion de 15 "¢/,

mediante un ensayo directo siguiendo la aparicién del cis-aconitato (240 nm).
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el fluorocitrato, a concentraciones crecientes.

Figura 4: Actividad aconitasa de mitocondrias de corazodn, cerebro, higado y rifidn, en todos los

érganos se la concentracién de proteinas fue de 15 ™/,,,. Utilizando como inhibidor especifico como




La figura 4 se muestra la actividad aconitasa en mitocondrias de rotas de corazén,

cerebro, higado y rifdn, que a concentraciones crecientes de fluorocitrato (0-40 uM) la

pendiente de la grafica disminuye indicando una menor actividad de la enzima. Se

puede observar la diferente sensibilidad frente al inhibidor de los érganos, siendo los

mas sensibles el corazon y el cerebro.

De esta manera se evalué en los diferentes drganos con diferente perfil metabdlico

como son el cerebro, corazén, higado y rifidén, y su respuesta frente al inhibidor

especifico como el fluorocitrato.

De cada titulacién se determino ICsy que es la

concentracidon de un inhibidor requerida para reducir a la mitad la actividad de la

proteina en estudio. Figura 5.
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Figura 5: Titulacidn con Fluorocitrato de la Actividad Aconitasa en todos los érganos. Se

grafica el porcentaje de actividad aconitasa frente a las diferentes concentraciones del
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En la figura 5 se muestra la titulacién de la actividad aconitasa, expresada en
porcentaje, en mitocondrias aisladas con un inhibidor especifico el Fluorocitrato. En
cada grafica se observa un descenso exponencial de la actividad en respuesta al
inhibidor, mediante un ajuste exponencial simple a cada grafico se determino ellCsg
(concentraciones necesarias para inhibir la actividad de la enzima un 50%). Se obtuvo
un ICsp de 7 uM para la actividad aconitasa de mitocondrias de cerebro, ICsp de 12uM
para la actividad aconitasa de mitocondrias de corazén, ICsode 24uM para la actividad
aconitasa de mitocondrias de higado y un ICso de 24uM para la actividad aconitasa de
mitocondrias de rifidn.

Con estos resultados observamos que las enzimas correspondientes a las mitocondrias

de cerebro y corazdn son las mas sensibles frente al inhibidor.

Medida de la respiracion mitocondrial

Para evaluar la respiracion mitocondrial, se evalué el consumo de oxigeno con un
oximetro de alta resolucion como se detallé en la seccidén materiales y métodos. En
cada purificacion se realizdé un control del funcionamiento de la cadena respiratorio y
el grado de acoplamiento. Se trabajo con mitocondrias acopladas utilizando como
parametro el indicie de control respiratorio RCR, la velocidad de consumo de oxigeno
por las mitocondrias es lenta hasta que se anade ADP, entonces el oxigeno se
consume rdpidamente hasta que todo el ADP ha sido fosforilado, y en este punto, la
velocidad del consumo de oxigeno disminuye nuevamente. El consumo rapido de
oxigeno en presencia de ADP fue denominado estado 3 por Chance y Williams y la
etapa en la cual el ADP ha sido agotado, se ha llamado estado 4. La relacidén de la
velocidad de consumo del estado 3 sobre el estado 4 se denomina relacién de control
respiratorio (RCR) y proporciona una medida de la integridad de las mitocondrias y su
capacidad de acoplamiento. Una relacion de 1 ocurre en mitocondrias no acopladas,
relaciones mayores a 2.5 indican acoplamiento(69). (RCR para ambos complejos mayor

a3).
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Figura 6: Evaluacién del consumo de oxigeno en mitocondrias purificadas de corazdn,

utilizando sustratos para el complejo | (BU@mae10mM/ - o2mm) , Ay utilizando succinato

para el complejo Il (10mM), B

En la figura 6 se muestra la evaluacion de la respiracion de mitocondrias intactas
purificadas de corazén de rata. En este se observas dos trazados una linea azul que
corresponede a la concentracion de O, en el medio. El trazado en rojo corresponde al
flujo de oxigeno. Las lineas verticales que cortan ambos ejes son las diferentes
sustancias que se les va agregando al experimentos. Al comienzo de la corrida no hay
consumo de oxigeno, luego se agrega mitocondrias a una concentracion de 2™/,
donde no se evidencia consumo de oxigeno muy bajo dependiente de sustratos
enddgenos. Luego se agrega glutamato 10mM-malato 2mM (se muestra en el grafico
Glu/Mal, figura 6A) donde podemos evidenciar un aumento del consumo de oxigeno,
el cual es mas evidente en el trazado correspondiente al flujo de oxigeno (en rojo), lo
cual corresponde al estado 4.Estos sustratos se utilizan para evaluar principalmente el
complejo | de la cadena respiratoria y termina formando NADH. Luego se agrega ADP a
0.1mM y es notoria el gran consumo de oxigeno, ya que se aprecia un descenso en el
tazado de la concentracion de O, (linea azul) y un gran aumento del flujo de O,, lo cual

corresponde al estado 3.En la figura 6 B se utilizd cono sustrato el succinato para
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evaluar el complejo Il de la cadena respiratoria, en este caso luego del agregado del
ADP, se observa un aumento del consumo de oxigeno, hasta que el oxigeno se agota.

En todos los drganos evaluados que se purificaron mitocondrias en donde se
controlaba la respiracion y el grado de acoplamiento del complejo | y el complejo I, se

trabajé con mitocondrias con un RCR mayor a 3 para ambos complejos.

Ing
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Mitos Cit/Mal ADP Fluoro Isocitrato Isocitrato

Figura 7: Evaluacion del consumo de oxigeno utilizando citrato/malato sustratos de la
aconitasa en mitocondrias purificadas de corazén.

Luego de controladas, las mitocondrias el (grado de acoplamiento para los complejos |
y ll) se evalud la respiracion utilizando como sustratos la mezcla de citrato - malato, de
este manera la respiracidon mitocondrial se realizaba a partir del NADH generado en el
ciclo de Krebs luego de la reaccién catalizada por la aconitasa (figura 7), con las
concentraciones tituladas de fluorocitrato de la actividad aconitasa de la figura 5. Se
evaluo el efecto de la inhibicion en la respiracion mitocondrial citrato dependiente. En
la figura 7 se muestra el consumo y flujo de oxigeno en mitocondrias de corazén de
rata donde con el sustrato citrato/malato vemos como hay un consumo de oxigenoy
un aumento del flujo de oxigeno y como en presencia del inhibidor de la aconitasa el
fluorocitrato este consumo disminuye que luego es revertido cuando se le agrega el

Isocitrato para que continde el ciclo de Krebs.
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Efecto del la inhibicion de la actividad aconitasa en la respiracion mitocondrial.

Se evalud el efecto de la inhibicion de la actividad aconitasa en la respiracién

mitocondrial citrato dependiente.
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de respiracién en mitocondrias de cerebro de rata en funcién de concentraciones crecientes del
inhibidor. B. Porcentaje de respiracién en mitocondrias de corazdn de rata en funcion de
concentraciones crecientes del inhibidor. C. Porcentaje de respiracion en mitocondrias de Higado de
rata en funcion de concentraciones crecientes del inhibidor.D. Porcentaje de respiracién en
mitocondrias de Rifién de rata en funcién de concentraciones crecientes del inhibidor.

Figura 8: Efecto del la inhibicidn de la actividad aconitasa en la respiracién mitocondrial. A. Porcentaje
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En la figura 8 se relaciona el porcentaje de respiracion en funcién de concentraciones
creciente de inhibidor. Los érganos mas sensibles al fluorocitrato son el cerebro y el
corazéon ya que rdpidamente disminuye el porcentaje de respiracién a bajas

concentraciones del inhibidor.

Determinacion de umbrales y coeficientes de control de flujo.

Se determinaron los coeficientes de control de flujo; (C';, CCF)segun (70).

Se eligieron los primeros puntos en que baja la respiraciéon y la actividad
aproximadamente un descenso del 10%, utilizando un inhibidor especifico como es el
fluorocitrato, para la aconitasa mitocondrial.

Luego de elegido esos puntos se grafica el porcentaje de actividad con respecto al
inhibidor y hallo la recta que mejor se ajusta y determinamos la pendiente. Hago los
mismos para la respiracion (via metabdlica que se quiere estudiar), y obtengo la
pendiente.

El coeficiente de control de flujo seria la relacién entre la pendiente de la respiracion y

la pendiente obtenida en la actividad. (Ver seccion Materiales y Métodos)

Determinacion del coeficiente de control de flujo.
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En la grafica de % de Actividad obtuve una pendiente de -4.6868. En el grafico de % de
Respiracidn se obtuvo una pendiente de -3.879.

Por lo tanto el CCF = 0.83.

El coeficiente de control de flujo para mitocondrias de corazén tiene un valor de 0.83,
lo que indica que la aconitasa mitocondrial ejerce un gran control metabdlico en la

respiracion mitocondrial citrato dependiente.
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En la grafica de % de Actividad obtuve una pendiente de -2.08857. En el grafico de %
de Respiracion se obtuvo una pendiente de -1.138.

Por lo tanto el CCF = 0.54.

En mitocondrias de Rifidn se obtuvo un coeficiente de control de flujo de 0.54, esto
indica que la aconitasa mitocondrial no ejerce un gran control metabdlico en la

respiracion citrato dependiente.
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En la grafica de % de Actividad obtuve una pendiente de -7.82059. En el grafico de %
de Respiracion se obtuvo una pendiente de -7.6705.

CCF=-0.98

En mitocondrias de cerebro se obtuvo un coeficiente de control de flujo de 0.98 es el
valor mas préximo a 1, lo que indica que la aconitasa mitocondrial en este érgano

ejerce una gran control metabdlico en la respiracidn citrato dependiente.

En la tabla 1 se muestra los coeficientes de control de flujo obtenidos en cada érgano.

Organo Coeficiente de Tabla 1: se muestran los
Control coeficientes de control de flujo de
los diferentes drganos.
Cerebro 0.98 £0.023
Corazén 0.8+0.015
Higado 0.13 £ 0.008
Rifidn 0.54 £ 0.018

En tabla 1 muestran los coeficientes de control de flujo obtenidos de los diferentes
drganos donde se obtuvo los siguientes valores: Cerebro de 0.98, Corazén 0.8, Higado
0.13, Rifidn 0.54.

Esto indica que en cerebro y corazén la actividad aconitasa ejerce un gran control en la
respiracion mitocondrial citrato dependiente. En mitocondrias de Higado es donde se

obtuvo el menor coeficiente de control de flujo siendo de 0.13.
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Determinacion de los Umbrales
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Figura 9: Determinacion de los umbrales en mitocondrias de Cerebro, Corazén, Higado y Rifidn
de rata. Se relacionan las grafica de % de respiracion y % de actividad. A. Umbral de inhibicién en
mitocondrias de Cerebro donde se obtuvo 95%. B. Umbral de inhibicidn en mitocondrias de
Corazén donde se obtuvo 98%. C. Umbral de inhibicién en mitocondrias de Higado donde se
obtuvo 69 %. D. Umbral de inhibiciéon en mitocondrias de Rifidn donde se obtuvo 63%.

En la figura 9 se muestran las curvas de umbral de los diferentes tejidos analizados, se
pueden distinguir dos tipos distintos de comportamiento como se informé
anteriormente(70). En un tipo de grafico se aprecia una meseta que es seguido por una
disminucién del flujo de oxigeno esto se observa en higado (Figura 9 C) y el rifidén

(Figura 9 D), donde se obtuvieron umbral de 69% y 63% respectivamente.

36




Otro tipo de grafico que se obtuvo es donde la meseta no es evidente, que es lo que se
obtuvo para las mitocondrias de corazén (Figura 9 B) y el cerebro (Figura 9 A) donde
los umbrales dieron valores de 98% y 95% respectivamente. Lo que indica que solo
inhibiendo un 2% la actividad aconitasa en corazén y un 5% de la actividad en cerebro
ya se pueden apreciar efecto en la respiraciéon mitocondrial.

Estos resultados concuerdan con los valores de los coeficientes de control de flujo, los
6rganos con mayor CCF fueron cerebro y corazén asi como también se obtuvo mayor
umbral, lo que nos da la pauta que son los 6rganos en los cuales la actividad aconitasa
regula la cadena respiratoria asi como también es la mas sensible a los efectos de la
respiracion.

Aunque la aconitasa no se considera que sea una enzima limitante de la velocidad en
el ciclo del 4cido citrico, su inhibicion podria afectar la generacion de NADH por el ciclo
de Krebs, asi como también el suministro de electrones cadena de transporte como ser
previsto por el coeficiente de control de flujo obtenidos, especialmente para el cerebro

y el corazon.

Determinacion de Potencial de Membrana

Se evalud el potencial membrana (AY) mitocondrial utilizando safranina O como se
describié en materiales y métodos, en una suspensién de mitocondrias purificadas en
diferentes condiciones: en MRM (medio de respiracion mitocondrial), M+C (malato y
citrato),M+C+A (malato, citrato, ADP), M+C+lu (malato, citrato, la aconitasa inhibida a
una concentracion umbral), M+C+lsq, (malato, citrato, la aconitasa inhibida al 50% de
su actividad).

Para la determinacion del AY se realizé una curva de calibracion utilizando un distintas
concentraciones de KCl. Se aplicé la ecuacién de Nerst y asumimos que la
concentraciéon de K’ intramitocondrial es de 120mM como fuera reportado

previamente(65, 66) .
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El potencial de membrana aumenta en todos los 6rganos en presencia de sustrato
(citrato y el malato), en presencia de ADP este potencial se disipa disminuyendo su
valor como se muestra en la figura 10. En los drganos como el cerebro y el corazén el
AY disminuye significativamente cuando la aconitasa es inhibida en el umbral, esto no
sucede en érganos como el higado y el rifidn. En todos los érganos cuando la aconitasa
es inhibida un 50% de su actividad disminuye el AY.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en el coeficiente de
control de flujo y los umbrales, en mitocondrias de cerebro y corazén son los que
tienen mayor CCF, esto puede significar que esta la aconitasa regula el flujo de la

cadena respiratoria provocando que se disipe el potencial de membrana.

Produccion de H,0, mitocondrial, efecto de la inhibicion de la aconitasa.

Dado que la formacion de ROS mitocondrial aumenta cuando los complejos de la
membrana mitocondrial interna estan mayoritariamente reducidos, lo que lleva a una
hiperpolarizacion mitocondrial, se midié6 la formacién de H,0, en mitocondrias
aisladas en presencia de fluorocitrato(4). Se utilizd un método fluorescente como se
explicara en la seccion materiales y métodos. Se evalud la produccién de H,0,en una
suspensiéon de mitocondrias purificadas en diferentes condiciones: en MRM (medio de
respiracion mitocondrial), M+C (malato y citrato), M+C+lu (malato, citrato, la
aconitasa inhibida a una concentracién umbral), M+C+lse, (malato, citrato, la
aconitasa inhibida al 50% de su actividad). Todas las medidas se realizaron en Amplex

Red (25uM) y en presencia de de 0.5 U/ml de Peroxidasa.
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En la figura 11 A se muestra la produccién de peréxido H,0, (nmol/mg.min) en
mitocondrias de cerebro. El flujo de perdéxido de hidrogeno se midid en medio de
respiracion mitocondrial (MRM) siendo de 1.8+0.2nmol/mg.min. En presencia de
malato y citrato (M+C) aumenta a 3.6x0.1 nmol/mg.min y con fluorocitrato a
concentraciones donde se observa el umbral de inhibicion (M+C+l u) disminuye
significativamente a 2.6 £0.12 nmol/mg.min; y 2.3+0.08nmol/mg.min cuando se utilizé

una concentracion de fluorocitrato que inhibié 50% la actividad aconitasa.

En la figura 11 B se muestra la produccion de peréxido H,0, (nmol/mg.min) en
mitocondrias de corazon. El flujo de perdxido de hidrogeno observado es mayor y la
disminucién observada al inhibir la aconitasa es estadisticamente significativa ((MRM)
7.330.3 nmol/mg.min, (M+C) 10.1+0.25 nmol/mg.min, (M+C+l u) 8.2+0.2
nmol/mg.min; (M+C+150%) 6.4+0.35 nmol/mg.min.

De la misma forma se evalud la produccién de perdxido H,0, en mitocondrias de
higado y rindn, mostrandose los resultados en las Figuras 11C y D respectivamente. El
higado fue el érgano dénde se evidencidé la mayor produccién de H,0, en condiciones
basales y luego de agregado los sustratos (15+0.3nmol/mg.min, y 20.5+0.6
nmol/mg.min). La presencia de flurocitrato que produce una inhibicidon del 50% de la
aconitasa, inhibe significativamente el flujo de H,0, detectado. Sin embargo, la
inhibicién de la aconitasa no tuvo efecto en el flujo de H,0, en las mitocondrias de

rifidn (Figura 11D).

La producciéon de H,0,y 0, en la mitocondria aumentan cuando la cadena
respiratoria tiene abundantes sustratos y la membrana mitocondrial interna se
encuentra hiperpolarizada (11). En los érganos como el cerebro y el corazén el flujo de
H,0, disminuye significativamente cuando la aconitasa es inhibida en el umbral, esto
no sucede en érganos como el higado y el rifidn..

Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en el coeficiente de
control de flujo y los umbrales, en mitocondrias de cerebro y corazén son los que
tienen mayor CCF , esto puede significar que esta la aconitasa regula el flujo de la

cadena respiratoria provocando una disminucién de las ROS.
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Medidas de la expresion de la Aconitasa

Se evalué por western blot la expresién de la aconitasa en mitocondrias de los

diferentes érganos.

Figura 12: Comparacion de los niveles de aconitasa en fracciones enriquecidas en
mitocondrias aisladas de Cerebro, Corazon, Higado y Rifion en fracciones enriquecidas en
mitocondrias. Muestras conteniendo 30 pg de proteina fueron corridas en geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes y se realizo ensayo de Western blot anti-
aconitasa. Carril 1, Fraccidn enriquecida en mitocondrias de Cerebro. Carril 2, Fraccidn
enriquecida en mitocondrias de Corazén. Carril 3 Fraccidon enriquecida en mitocondrias de

Higado. Carril 4, fraccién enriquecida en mitocondrias de Rifidn.

Como se describié en materiales y métodos se utilizd anticuerpo especifico para la
aconitasa mitocondrial. Se realiz6 un western blot para evaluar la expresién de la
enzima aconitasa en los diferentes érganos, en la figura 12 se muestra la expresion de
la actividad aconitasa donde en el carril 1 se corrid una fraccién enriquecida en
mitocondrias de Cerebro. En el carril 2, una fracciéon enriquecida en mitocondrias de
Corazén, en el carril 3 Fraccion enriquecida en mitocondrias de Higado y en el carril 4,
fraccién enriquecida en mitocondrias de Rifidn.

Se puede apreciar que el drgano que tiene mayor expresién es en corazoén, luego le
sigue el cerebro y el rifidn que aparentan tener la misma expresidon de enzima, sin
embrago en cerebro se observa una mayor actividad especifica, como se menciond
previamente una fraccién de la aconitasa se encuentra inactiva en condiciones basales

y refleja la formacién de 0,7(44).
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Reactivacion de Aconitasa.
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Figura 13: Actividad aconitasa en presencia y ausencia de O,: Calculo de las actividades

especificas en mitocondrias aisladas de los diferentes drganos en presencia de 21% de O,
y en condiciones de Hipoxia al 2% de O,. * Estadisticamente significativo test de student-
Newman-Keuls p<0,05

En la figura 13 se muestra las actividades de la aconitasa mitocondrial en los diferentes
organos en presencia de 0, (21%) y en condiciones de Hipoxia 2%. En la figura 13 Ay
13 B se pueden apreciar que en condiciones de Hipoxia se logra mayor actividad
aconitasa siendo en los drganos como en el cerebro y corazén, donde la enzima ejerce

un gran control metabdlico en la respiracion citrato dependiente. En la figuras 13 Cy
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13 D, las cuales corresponden a mitocondrias de Higado y Rifidn no se observa

diferencias en la actividad aconitasa en presencia O,y en hipoxia.

En la tabla 2 se realizé el célculo de las actividades especificas de la actividad aconitasa
en mitocondrias aisladas de cada drgano en presenciaO, y en hipoxia. Para lograr las

condiciones de hipoxia se incubo durante 1 hr en una cdmara hipoxica.

AE (mU/mg) 21% O, | AE (mU/mg) 2% O,
Rifidn 321+25 307 +£30
Cerebro 115+ 15 163+12 *
Corazon 296+13 334+14 *
Higado 59,2+3 55+7

Tabla 2: Actividades especificas: Calculo de las actividades
especificas en mitocondrias aisladas de los diferentes
dorganos en presencia de 21% de O, y en condiciones de
Hipoxia al 2% de O,. * Estadisticamente significativo test de

student-Newman-Keuls p<0,05

En la tabla 2 se muestran los valores de las actividades especificas de las mitocondrias
en los diferentes drganos en condiciones de 21% O, y en condiciones de Hipoxia. Se
destaca las diferencias de la actividad en cerebro y corazén.

En cerebro la actividad especifica en condiciones de normoxia es de 115 = 15mU/mg y
en condiciones de hipoxia 163 + 12 mU/mg, se destaca el gran aumento de la actividad
especifica en condiciones de hipoxia. Otro dorgano que es significativo el cambio en la
actividad especifica es en corazén en condiciones de O, al 21% la actividad especifica
de 296+13 mU/mg y en condiciones de hipoxia al 2% la actividad especifica es de
334114 mU/mg.

En mitocondrias de higado y rifidn no hay cambio significativo en la actividad especifica

en condiciones de normoxia e hipoxia.
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Discusion.

Se realizé un andlisis de control metabdlico para evaluar el rol de la aconitasa m sobre
el ciclo de Krebs y la respiracion mitocondrial. Pudimos comprobar que la inhibicion de
la aconitasa puede provocar un impacto en el metabolismo mitocondrial disminuyendo
el ingreso de equivalente reductores a la cadena de transporte de electrones,
disipando el AY y generando una reduccién en la produccién de O," y H,0,.

Extensa literatura previa a este trabajo evidenciaba que la actividad de la aconitasa
mitocondrial es sensible a la formacion de especies reactivas del oxigeno y el nitrogeno
tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas. (42, 44, 47, 49, 71)en diferentes
tipos celulares, tejidos y organismos

Debido a la selectividad del O, por el centro [Fe-S] de la aconitasa, la determinacion
de la actividad aconitasa se utiliza como ensayo para evaluarlos niveles de O,"en
diferentes tipos celulares y en mitocondrias en diferentes condiciones. (41-43, 72). Sin
embargo el impacto de la inhibicién de la aconitasa en el metabolismo mitocondrial no
habia sido investigado hasta el presente trabajo.

En este trabajo demostramos que en mitocondrias de cerebro y corazén la aconitasa
ejerce una gran control metabdlico en la cadena respiratoria, ya que presentan los
coeficientes de control de flujo mas altos (0.98, 0.8 respectivamente), como también
un elevado umbral (95% en cerebro, 98% en corazén); esto significa que inhibiendo
solo un 5% de la actividad de la enzima se puede generar un impacto en la cadena
respiratoria en estos organos. Estas diferencias observadas en los distintos érganos
coinciden con los hallados en pacientes con Ataxia de Friedreich, enfermedad que se
debe a la presencia de frataxina mutada no funcional que determina una alteracion en
la sintesis de centros Fe-S. En estos pacientes la sintomatologia refleja la deficiencia de
aconitasa en cerebro y corazdon aunque deficiencia en la sintesis de centros Fe-S se da
en todos los drganos (73). Ademas, en un trabajo reciente (74) se reporta que en un
paciente pediatrico que presentaba mutaciones sin sentido en el gen de la ACO2, la
inhibicidn significativa de la actividad aconitasa en fibroblastos de piel, acompafiado de
una inhibicién de la respiracion celular y sintomatologia neuroldgica concomintante a

estos hallazgos, en linea con nuestros resultados.
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Para que opere como un sensor redox, la aconitasa m tendria que ser inactivada in vivo
en forma reversible. Esto se ha visto por ejemplo durante la isquemia/repercusién en
corazones de ratas: la aconitasa presentd una pérdida de actividad durante la isquemia
y una recuperaciéon en su actividad durante la reperfusion(75). En esta situacion, la
inhibicién de la aconitasa mitocondrial no solo limitaria la formaciéon de O,” y H,0, por
parte de la cadena de transporte de electrones sino también impediria la sobrecarga
Ca”* al reducir el gradiente de protones a través de membrana mitocondrial interna,

resultando en uno de los efectos beneficiosos del preacondicionamiento isquémico.

La mitocondria contiene varias defensas antioxidantes (por ejemplo: MnSOD, Glutatién
Peroxidasa, y Peroxiredoxinalll) que reaccionan con las especies reactivas del oxigeno y
del nitrégeno una vez formadas. Otros mecanismos antioxidantes mitocondriales
operan disminuyendo la produccion de especies oxidantes. Asi, a través de
mecanismos que disminuyen el gradiente electroquimico mitocondrial y por lo tanto
formaciéon O,” (por ejemplo: proteinas desacoplantes, canales de K'-ATP). En el
presente trabajo, mostramos que la inhibicion de la aconitasa mitocondrial podria
actuar como un sensor, inactivandose rapidamente e inhibiendo la formacién deO,” y

H,0, en la cadena respiratoria, particularmente en cerebro y corazon.

La funcién de sensor redox de la aconitasa m, regulando el ciclo de acido citricoy la
produccién de ROS en la mitocondria, podria funcionar en forma coordinada con otros
sensores. Por ejemplo utilizando técnicas de protedmica, se identificaron proteinas
mitocondriales que contienen tioles, capaces de reaccionar con bajo niveles de
H,0,(fisiolégicamente relevantes) y se postula que estas pueden ejercer algin control
redox en el metabolismo mitocondrial.(76). Entre estas se encuentra la piruvato
deshidrogenasa quinasa 2, enzima reguladora del complejo multienzimatico Piruvato
dehidrogenasa. La piruvato deshidrogenasa quinasa 2 tiene dos cisteinas muy sensibles
a la oxidacién (Cys 45 y 392) e inactivacion. De este modo, disminuyendo la
fosforilacién del complejo de la Piruvato Deshidrogenasa y aumentando la produccidn
de Acetil CoA(77), se favorece la formacidon ROS.A su vez, los mismos niveles de ROS

inactivan a la aconitasa a través de la oxidacidon de su grupo Fe-S; por tanto, por lo
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tanto, el ciclo de Krebs estaria enlentecido, limitando el suministro de sustratos a la
cadena de transporte del electrones, apoyando el concepto de que las ROS en la
mitocondria van a afectar varios sitios, regulando el metabolismo mitocondrial. Este
mecanismo en el cual se incrementa la formacién de acetil-CoA, pero la aconitasa es
inhibida, puede cambiar el balance entre el metabolismo de los carbohidratos y el de
las grasas y podria explicar el mantenimiento de una enzima altamente sensible al O,
(78). En apoyo a este concepto, se ha visto que ratones knock-out homocigotos para la
MnSODque mueren al cumplir aproximadamente una semana, presentaron una
disminucién significativa en la actividad aconitasa, acompafiando cardiopatias v,
aumento de grasa en el higado y musculo(79). Ademas, los ratones heterocigotos para
la MnSOD, en los que se generd resistencia a la insulina (80), los antioxidantes
mitocondriales provocan una disminucién del contenido graso y protegieron de la
resistencia de insulina(81), demostrando el concepto de la produccion controlada O,
puede regular el flujo de electrones por la fosforilacidn oxidativa o redireccionar el uso
de citrato a la sintesis de grasas a través de la inhibicién de la aconitasa.

Otras modificaciones post-traduccionales han sido encontradas en la aconitasa tales
como la fosforilacion de la enzima en 6rganos como el musculo esquelético en
humanos (82), y en corazones de rata con diabetes tipo | (83). El ejercicio conlleva una
des-fosforilacion de la aconitasa y aumenta su actividad catalitica llevando Ia
formacién de isocitrato. (82). La fosforilacién de la aconitasa mitocondrial esta
mediada por la proteina kinasa C; en corazones de ratas diabéticas, se encuentra
aumentada la actividad catalitica de la aconitasa en sentido inverso, llevando a la
formacion de citrato(83). En corazones de ratas diabéticas, se encuentra aumentado la
concentracion de citrato(84), por lo tanto, tanto el mecanismo de regulacion de la
actividad aconitasa por fosforilacion-desfosforilacion y por modificaciones redox
podrian operar de forma conjunta en detener o disminuir el flujo del ciclo de Krebs,
Figura 14.

En el ciclo de Krebs convergen el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
generando GTP (ATP) y proporcionado NADH asi como FADH,, estos ultimos son los
sustratos de la cadena de transporte de electrones, para luego por la fosforilacion
oxidativa dar a la formaciéon de ATP. Un mecanismo importante para el control de

metabolismo de energia celular estd conseguido a través de las enzimas de ciclo de
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acido citrico como son la citrato sintasa, la isocitrato deshidrogenasa y la a -
cetoglutarato dehidrogenasa , las cuales se encuentran reguladas alostéricamente
siendo inhibidas por sus productos, ATP, y una relacién alta de NADH/NAD®. En
particular, la a-cetoglutarato dehidrogenasa, la cual es considerada un punto de
regulacion central del ciclo, es también un blanco y generador de ROS (85) pero su
inactivacion mediada por ROS es mucho menos sensible que la aconitasa mitocondrial.
En este trabajo realizando una aproximacién del analisis de control metabdlico
limitado a la aconitasa mitocondrial, obtuvimos evidencia de que esta puede controlar
el flujo de metabolitos en el ciclo del Krebs logrando regular el flujo de la cadena de
transporte de electrones y por lo tanto modificando Ila producciéon de ROS en la
mitocondria. Esta funcidén reguladora de la aconitasa parece ser tejido especifica
(principalmente en cerebro y corazon) y este control en el flujo metabdlico puede
deberse a mds de un mecanismo entre los que se incluyen el Control redox dado por el
grupo Fe-S y fosforilacién/desfosforilacion (Figura 5). Bajo condiciones las cuales se
promueve que el centro de la aconitasa se encuentre de la forma 3Fe-4S y/o la enzima
este fosforilada, la concentracidon de citrato aumentaria, el flujo del ciclo de acido
citrico seria enlentecido y la produccidn de radicales libres por la cadena de transporte

de electrones disminuiria.
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