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1. Resumen

Las enfermedades mitocondriales constituyen uno de los errores innatos del
metabolismo mas frecuentes con una prevalencia estimada de 1:5000. Estas enfermedades
afectan el funcionamiento de las mitocondrias y pueden tener su origen por mutaciones en el
genoma nuclear o mitocondrial. El mal funcionamiento de las mitocondrias afecta el proceso
de fosforilacioén oxidativa de la cadena respiratoria incidiendo en la produccion del adenosin
trifosfato (ATP), necesario para los procesos celulares. Dada la gran variabilidad de fenotipos
clinicos y la falta de biomarcadores sensibles y especificos, los avances en el diagnostico,
prondstico y tratamiento de los pacientes que padecen trastornos de este tipo son aln
limitados. La variante mitocondrial m.3447 A>C del gen MT-NDI fue identificada en un
paciente con fenotipo compatible con enfermedad mitocondrial. La mutacién genera la
sustitucion de una glutamina por una histidina en la subunidad 1 (ND1) del Complejo I
(NADH deshidrogenasa), primer paso de la cadena respiratoria. Como abordaje usamos
herramientas computacionales y bioquimicas para entender el impacto de la mutacion en la
funcion molecular, y el fenotipo del paciente.

Las herramientas bioinformaticas permitieron observar que la mutacion puede
ocasionar cambios en las interacciones entre residuos aminoacidicos de la proteina, que
podrian afectar la funcion del Complejo I y estar implicados en el fenotipo del paciente. Para
validar estas predicciones, se trabajo para poner a punto la medida de respiracion
mitocondrial, dependiente de distintos sustratos de la cadena respiratoria, utilizando
respirometria de alta resolucion en biopsias musculares. Se evalu6 la respiracion de biopsias
de raton y se aspira a realizar medidas en individuos sin patologias metabolicas (controles) y
en el paciente en estudio, ademds de otros pacientes con sospecha de enfermedad
mitocondrial. Apuntamos a que estos estudios permitan comprender mejor la relacion entre
los cambios genéticos, la funcion mitocondrial y los fenotipos de los pacientes, y ayuden al

diagnostico de estas enfermedades.



2. Introduccion

2.1. Mitocondrias, cadena de transporte de electrones y fosforilacién oxidativa

Las mitocondrias se han descrito como organelos dindmicos capaces de fusionarse,
fisionarse y cuya morfologia puede diferir segtn el tipo celular. Estructuralmente cuentan con
dos membranas, una externa que delimita a todo el organelo y otra interna, generandose dos
compartimentos que estdn vinculados a procesos metabodlicos distintos, el espacio
intermembrana y la matriz mitocondrial (Figura 1).

Las membranas mitocondriales presentan una permeabilidad diferente. La
membrana externa es permeable a moléculas e iones < 500 Da, entre las que estan incluidas
la molécula de adenosin trifosfato (ATP) y cofactores del metabolismo energético; en tanto
que el pasaje de moléculas e iones por la membrana interna hacia la matriz es dependiente de
transportadores (Karp, 2017). En la matriz, ubicada en el interior de esas membranas se
concentran gran cantidad de proteinas hidrosolubles. Las membranas internas por su parte se
diferencian en dos dominios, una membrana limitante interna encargada de importar
proteinas, y un dominio en donde se localizan las crestas mitocondriales responsables de la
transduccion de energia. Los espacios intermembrana por su parte estdn vinculados a los
procesos apoptoticos de las células (Karp, 2017).

Uno de los modelos mayormente aceptados sobre la presencia de mitocondrias en
las células eucariotas es la teoria endosimbiotica propuesta por Lynn Margulis en 1966. Los
postulados de esta teoria explican el origen de las células eucariotas como resultado de un
proceso de simbiosis, mediante el cual formas de vida bacterianas primitivas fueron
incorporadas por otras células, sufrieron modificaciones y fueron anexadas finalmente como
los organelos celulares de células nucleadas que hoy conocemos como mitocondrias y
cloroplastos (Margulis 1998).

En 1948 Eugene Kennedy y Albert Lehninger demostraron que las mitocondrias
son el sitio donde ocurre la fosforilacion oxidativa. El proceso se ajusta al modelo
quimiosmotico, que implica el transporte de electrones (¢) y el bombeo de protones o
hidrogeniones (H") al espacio intermembrana por los complejos proteicos de la cadena
respiratoria, ubicados en las crestas mitocondriales. Asi como la fosforilacion del ADP por la
ATP sintasa, acoplada al retorno de los protones a la matriz. Este es el proceso por el cual los
organismos aerobios producen energia en forma de ATP (Cox et al., 2019). EIl modelo

quimiosmotico propone que el gradiente de concentracion de protones y de cargas (ApH 'y



Avy) genera una diferencia de potencial electroquimico en el espacio intermembrana que da
lugar a la fuerza proton-motriz mediante la cual la ATP sintasa realiza la sintesis de ATP. Los
electrones transferidos a través de los complejos proteicos mitocondriales tienen como
aceptor final el oxigeno (O,). Dada la afinidad del O, por los electrones estas reacciones son
altamente exergonicas y la energia liberada es utilizada para la sintesis de ATP (Cox et al.,

2019).
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Fig 1. Anatomia y bioquimica de la mitocondria. Extraido de Cox et al. (2019). Lehninger:

Principios de Bioquimica (7ma. ed.). Barcelona: Omega. Pp. 1895.

Dentro de las estructuras involucradas en la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa en eucariotas hay cinco complejos de proteinas (Figura 2 y Tabla 1)

(Cox et al. 2019). También participan de este proceso cofactores que actian como



transportadores de electrones dentro de los que se encuentran las coenzimas de
oxidorreduccion como el dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD™), el mononucledtido
de flavina (FMN) y el dinucleotido de flavina y adenina (FAD). Ademas de estos factores
también participan otros tres tipos de moléculas transportadoras de electrones que son la
ubiquinona o coenzima Q (CoQ,,), los citocromos (a, a;, b, ¢ y ¢;) y las proteinas
hierro-azufre (Fe-S). Los citocromos y las proteinas hierro-azufre tienen en comun la

presencia de hierro en su estructura.
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Fig 2. Transporte de electrones acoplado al bombeo de protones por los complejos de la cadena
respiratoria. Extraido de Cox et al. (2019). Lehninger: Principios de Bioquimica (7ma. ed.). Barcelona: Omega.

Pp. 1927.

Tabla 1. Complejos de la cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa.

Complejo Funcion

Complejo I: NADH:ubiquinona oxidoreductasa o Catalizar la transferencia de e de NADH a

NADH deshidrogenasa

la ubiquinona.

Complejo II: Succinato- deshidrogenasa

Catalizar la transferencia de e del succinato
a la ubiquinona.

Complejo III: Citocromo ¢ oxidoreductasa

Catalizar la transferencia de e de la
ubiquinona al citocromo c.




Complejo IV: Citocromo ¢ oxidasa

Catalizar la transferencia de e del citocromo
c al O2, que actlia como aceptor final de €.

Complejo V: ATP sintasa

Catalizar la sintesis de ATP a partir de ADP

y Pi.

2.2. Genoma mitocondrial y enfermedades mitocondriales

Las mitocondrias poseen su propio genoma, una molécula circular de 16.569 pares
de bases (pb) que tiene la particularidad de heredarse exclusivamente por via materna (Figura
3). Si bien algunos reportes sefialan casos en los que la herencia mitocondrial es biparental
(Luo et al., 2018), durante la fecundacion las mitocondrias sufren un proceso de degradacion
en los espermatozoides por lo cual la informacidon genética de las mitocondrias paternas no
forma parte del 6vulo fecundado'.

Ademas, las moléculas de ADN mitocondrial (ADNmt) no sufren recombinacion,
como en el caso de los pares homodlogos en el nucleo, de modo tal que los eventos
mutacionales constituyen la tnica manera de que la genética del ADNmt se diversifique.
Esto determina que la transmision del ADNmt desde la linea germinal materna se puede dar
en igual proporcion a los hijos e hijas, pero solamente la madre puede transmitir la
informacion del ADNmt a su descendencia (Skorecki y Behar, 2019).

La mayoria de las proteinas de las mitocondrias procede de genes nucleares. Se han
descrito aproximadamente 1300 genes responsables de sintetizar proteinas que son dirigidas
desde el citosol a las mitocondrias. El genoma mitocondrial se encarga de codificar 37 genes
de los cuales 13 se corresponden a proteinas de la cadena respiratoria y los restantes se
corresponden a genes que codifican ARN ribosomal (2 genes) y ARN de transferencia (22
genes) de la maquinaria de sintesis proteica mitocondrial (Suomalanein y Battersby, 2017).

Las enfermedades mitocondriales son uno de los problemas metabdlicos hereditarios
mas comunes. Dichas enfermedades, causadas por defectos en el funcionamiento de las

mitocondrias que afectan la sintesis de ATP tienen una amplia variabilidad de fenotipos

! Durante el proceso de fecundacion, las mitocondrias del espermatozoide son utilizadas para la produccion de la
energia que permite el movimiento del espermatozoide. En dicho proceso ocurre la degradacion del mtDNA
aportado por el espermatozoide mediante un proceso complejo que involucra el sistema proteasoma ubiquitina.
(Sutovsky et al., 1999).




clinicos, que incluyen manifestaciones en diversos tejidos asi como también la aparicion de

signos patologicos en distintas edades (Suomalanein y Battersby, 2017).
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Fig 3. Estructura del ADNmt. El circulo exterior corresponde a la cadena H y el interior a la cadena

L. Se detallan los genes mitocondriales y su ubicacion dentro de la estructura del ADNmt. Extraido de de Cox et

al. (2019). Lehninger: Principios de Bioquimica (7ma. ed.). Barcelona: Omega. Pp. 1985.

Las variantes tanto en genes nucleares como mitocondriales pueden conducir a fallas
en la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa (Suomalanein y Battersby, 2017). Estas
rutas metabolicas estdn involucradas en la sintesis del ATP, que se utiliza como molécula
proveedora de energia para los procesos celulares. Dentro de los principales mecanismos
genéticos causantes de las enfermedades mitocondriales se encuentran los errores en la
expresion de genes mitocondriales que afectan la replicacion y transcripcion del ADNmt y la
traduccion del ARNm. La herencia de alteraciones genéticas causantes de defectos
mitocondriales puede darse en forma autosdémica, esporddica, materna, ligada al X, asi como
también por mutaciones de novo. Estas mutaciones pueden conducir a defectos en todas las

células del embrion o pueden ser tejido especificas (Suomalanein y Battersby, 2017).



Se ha sefialado que el origen mitocondrial o nuclear de las mutaciones que causan
enfermedades mitocondriales tiene influencia en el desarrollo del fenotipo del paciente, y
también en la edad de aparicidon de signos asociados a la deficiencia (Swalwell et al., 2011).

El fenotipo clinico puede manifestarse en distintos grados y en distintos tejidos del
cuerpo y en gran parte depende del nivel de heteroplasmia del organismo (Ng y Turnbull,
2016).

La existencia de diferentes genomas mitocondriales tanto a nivel celular como a
nivel de tejidos de un organismos se denomina heteroplasmia. La presencia de distintas
poblaciones de ADNmt en un mismo organismo estd en estrecha relacion con dos
mecanismos: la replicacion relajada y la segregacion vegetativa del ADNmt (Stewart y
Chinnery, 2020).

Por un lado la replicacion relajada implica una expansion clonal del genoma de las
mitocondrias por medio de una replicaciéon no selectiva, en la que los porcentajes de
moléculas de ADNmt mutadas en las células estan sujetos a deriva génica. De igual modo las
frecuencias alélicas estan sujetas a la segregacion vegetativa, por lo cual la distribucion de las
distintas copias de ADNmt entre las células hijas durante la division celular puede generar
diferentes niveles de heteroplasmia, tanto entre células de tejidos distintos como entre células
de un mismo tejido. A esto ademas se suma la hipotesis de que en la transmision del ADNmt
ocurre un cuello de botella, responsable de producir una reduccion significativa del contenido
heredado, que puede conducir a la fijacion o pérdida de un nuevo alelo. Estos mecanismos,
junto con la aparicién de mutaciones de novo a nivel germinal o somatico, serian posibles
explicaciones para la heteroplasmia en el ADNmt observada en las poblaciones humanas
(Stewart y Chinnery, 2021).

No obstante para que la heteroplasmia genere efectos patogénicos se debe superar un
umbral en el que el porcentaje de moléculas afectadas es determinante para que se desarrollen
los fenotipos de enfermedad. En tal sentido cuando los niveles de heteroplasmia son altos
(~80%) la cadena respiratoria se ve afectada y las fallas en la produccion de energia generan

la aparicion de signos de enfermedades mitocondriales (Stewart y Chinnery, 2021).

2.3 Complejo I y enfermedades mitocondriales

El Complejo I o NADH deshidrogenasa es el primer paso en la cadena de transporte
de electrones. Esta formado por 45 subunidades de las cuales 38 son codificadas por genes

nucleares y 7 por genes del ADNmt. Es una estructura en forma de L compuesta por un brazo



que se ubica en la matriz y un brazo que se ubica en la membrana. Este complejo es
responsable de catalizar la transferencia de electrones desde el NADH a la CoQ,, a través de
una serie de transportadores de electrones entre los que se incluye la FMN y los centros Fe-S
(Fig. 2). Hay siete genes del ADNmt (MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-ND4L,
MT-ND5, MT-ND6) que codifican subunidades del Complejo I y se distribuyen a lo largo de

este.

Estructuralmente el Complejo I cuenta con tres mddulos funcionales conservados
(Figura 4). Estos modulos son el mdédulo N (NADH deshidrogenasa), el modulo P

(translocador de protones) y el modulo Q (transferencia de electrones a la ubiquinona).
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Fig 4. Estructura del Complejo I con los tres médulos funcionales y las subunidades codificadas
por el ADNmt y ADNn. Extraido de Mimaki et. al., (2012). Understanding mitochondrial complex I assembly
in health and disease. Biochimica et biophysica acta, 1817(6), 851-862.

La subunidad NDI1 es codificada por el gen mitocondrial M7T-ND1. Dicho gen se
ubica en una region de 955 pb rica en Guanina (G) de la cadena H del ADNmt (3307-4262)
(Anderson et al., 1981; Wallace et al., 1994). Esta subunidad se relaciona con el fragmento
hidrofobico del Complejo I y con los centros Fe-S que se ubican en ese fragmento y que
actian como donantes de electrones a la CoQ,,. Dentro de los modelos del proceso de
ensamblaje del complejo I se ha propuesto que existen cinco puntos de entrada de las
subunidades codificadas por el ADNmt para el ensamblaje de dicha estructura (Figura 5).

Utilizando fibroblastos de raton se puedo determinar que NDI seria la primera subunidad
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https://www.omim.org/entry/516000?search=ND1&highlight=nd1#3

codificada por el ADNmt en incorporarse al complejo en el proceso de ensamblaje (Perales
Clemente et al., 2010 en Mikami et al., 2012). Se propuso que la subunidad ND1 forma un
complejo intermediario de ~400 kDa con factores nucleares. A este primer fragmento se van
incorporando sucesivamente distintas subunidades codificadas por genes mitocondriales y
nucleares que componen distintos modulos del Complejo I, resultando como producto final

una proteina de ~980 kDa (Mimaki et al., 2012).
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Fig 5. Modelo de ensamblaje del Complejo I humano de la cadena respiratoria mitocondrial.
Extraido de Mimaki et al., (2012). Understanding mitochondrial complex I assembly in health and disease.

Biochimica et biophysica acta, 1817(6), 851-862.

Las deficiencias en la actividad del Complejo I pueden ser tejido-especificas, y el
individuo puede presentar por ejemplo una actividad normal en musculo esquelético y un
deéficit en higado o corazon (Swalwell et al., 2011). Las manifestaciones clinicas de defectos
en el Complejo I pueden incluir acidosis lactica, cardiomiopatia, encefalopatia, miopatia,
tubulopatia y hepatopatia. El inicio de la manifestacion de los signos asociados a las
deficiencias en el Complejo I suele presentarse tempranamente y puede afectar de forma

significativa el prondstico y la calidad de vida del paciente (Ng y Turnbull, 2016).

2.4 Caso clinico abordado

La variante m.3447 A>C del gen MT-ND1 estudiada en este trabajo fue identificada

mediante secuenciacion del ADNmt en células de sangre de un paciente con fenotipo
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consistente con una enfermedad mitocondrial. Esta mutacion presentaba baja heteroplasmia
en sangre (0.132) y fue catalogada como variante de significado incierto (VUS, del inglés
variant of uncertain significance), con baja frecuencia poblacional, sin reportes asociados a
su estudio. Considerando la relevancia de la subunidad ND1 (codificada por MT-ND1) en el
proceso de ensamblaje del Complejo I y los datos clinicos de paciente, se analizo el impacto
que podria tener la variante m.3447 A>C en la estructura y estabilidad del Complejo I.
Ademas se trabajo en la generacion de herramientas para evaluar si la variante podria afectar
la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial del paciente. El paciente presentaba
compromiso muscular y niveles elevados del factor de crecimiento de fibroblastos 21
(FGF-21), que es secretado por células musculares con mutaciones en el ADNmt que afectan
la sintesis de ATP en la fosforilacion oxidativa. Por lo tanto se trabajo en la puesta a punto de

medidas de funcidn mitocondrial en musculo (Soumalainen y Battersby, 2018).

3.  Objetivos

3.1 Objetivo General

Utilizar herramientas computacionales y bioquimicas para entender el impacto de la
mutacion m.3447 A>C en el gen MT-NDI, en la funcion de la proteina ND1 y el posible

vinculo con el fenotipo del paciente.

3.2 Objetivos Especificos

1) Utilizar las herramientas bioinformaticas para analizar el efecto de la mutacion
m.3447 A>C sobre la estructura de NDI.
2) Llevar a cabo estudios de velocidad de consumo de oxigeno para evaluar la

funcién mitocondrial en biopsias de musculo.

4.  Materiales y métodos

4.1 Herramientas bioinformaticas
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MitoMap es una base de datos que recopila polimorfismos y mutaciones
identificadas en el ADNmt. El buscador de alelos especificos de la base de datos permite
analizar mutaciones identificadas en una posicion puntual.

HHpred y HHmer son softwares que forman parte del paquete HH-suite. Los
diferentes programas de este paquete de software permiten realizar la busqueda de homologos
utilizando secuencias o alineamientos multiples de secuencias (MSA, del inglés multiple
sequence alignment). Tanto HHmer como HHpred utilizan para el andlisis de secuencias
modelos probabilisticos de Markov (Eddy, 2011). Hhpred permite ademas de la bisqueda de
homoélogos remotos realizar una prediccion de la estructura asociada a esa secuencia. Los
resultados entregan valores de e value que indican el nivel de homologia de la secuencia
analizada (query) con las demds secuencias identificadas como homologas, siendo mayor la
homologia a menor valor de e value. Para la visualizacion de los resultados obtenidos en la
busqueda de homologos se realiz6 un MSA. El MSA fue restringido a mamiferos y a
secuencias con un niamero de residuos >300. Con el MSA se calculd un arbol filogenético
utilizando el software IQ-TREE2 (Minh et al., 2020) y una representacion grafica de la
frecuencia de los aminoacidos en las columnas del MSA utilizando WebLogo (Crooks et al.,
2004).

La base de datos Protein Data Bank es una base de datos que permite la
visualizacion de estructuras 3D de proteinas, complejos proteicos y acidos nucleicos. La base
de datos cuenta con estructuras obtenidas mediante analisis experimental y analisis in silico.
El repositorio permite filtrar las distintas estructuras ajustando segin los parametros de
interés, tales como taxonomia, método experimental y resolucion. Ademds cuenta con un
visualizador 3D que permite analizar en detalle la estructura, composicion e interacciones de
las distintas estructuras. La busqueda se limit6 al andlisis de estructuras de Complejo I de
humanos obtenidas mediante métodos experimentales y cuyo nivel de resolucion fuera alto
considerando para ello la técnica con la que se obtuvo. La estructura de Complejo I elegida
para el andlisis fue la de codigo de acceso PDB 5 XTD, obtenida mediante Criomicroscopia
electronica (Cryo EM del inglés Cryogenic electron microscopy) a una resolucion de 3.7 A.
La obtencion de estructuras mediante Cryo EM consiste en el estudio de muestras a
temperatura criogénica mediante microscopia electronica. Esta técnica permite estudiar
proteinas y complejos de alto peso molecular, reduciendo el dafio generado por la radiacion y

conservando la estructura y funcionalidad nativa.

4.2 Disefo y andlisis de estructuras proteicas in silico
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AlphaFold (Jumper et al., 2021) es un sistema de inteligencia artificial que realiza la
prediccion de estructuras 3D de proteinas a partir de su secuencia. AlphaFold utiliza un
método de aprendizaje profundo mediante el cual el algoritmo luego de ser entrenado con
datos de secuencias y de proteinas disponibles en bases de datos es capaz de predecir las
interacciones entre los distintos aminodcidos de las secuencias y predecir a partir de estos
datos de probables estructuras 3D, asociando las estructuras a valores de nivel de confianza

de la prediccion.

4.3 Estudio de la funcién mitocondrial

Para los experimentos con animales se utilizo el protocolo “Estudio de la funcién
mitocondrial”, aprobado por la Comision de Etica en el uso de Animales (CEUA) cuyo

namero de expediente es el N° 070151-000025-22, responsable Dra. Adriana Cassina.

4.4 Reactivos y medios

Los reactivos utilizados para la evaluacion de la funciéon mitocondrial fueron:
saponina, glutamato, malato, succinato, ADP , citocromo c, oligomicina, cianuro de carbonilo
p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), rotenona, antimicina A, K+ -MES, taurina,
ditiotreitol, MgCl2, ATP, fosfocreatina, imidazol, KOH, Ca-EGTA, EGTA, MgCl2 -6H20,
MOPS, KH2PO4, HEPES, sacarosa, albimina sérica bovina (BSA). Todos los reactivos
utilizados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Medio de relajacion y preservacion de biopsias (BIOPS): 50 mM K+ -MES, 20 mM
taurina, 0.5 mM ditiotreitol, 6.56 mM MgCl2, 5.77 mM ATP, 15 mM fosfocreatina, 20 mM
imidazol pH 7.1 ajustado con 5 N KOH a 0° C, 10 mM buffer Ca-EGTA (2.77 mM
CaK2EGTA, 7.23 M K2EGTA) con 0.1 pM de calcio libre (Kuznetsov et. al., 2003).

Medio de respiracion mitocondrial MIR05:.0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl2- 6H20, 60
mM MOPS, 20 mM taurina, 10 mM KH2PO4, 20 mM HEPES, 110 mM sacarosa, 1 g/L BSA,
pH 7.1 (Pesta y Gnaiger, 2012) .

4.5 Obtencidn del tejido
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Se utilizaron muestras de musculo gastrocnemio de raton. El nimero de animales
utilizados fue 8. Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital intraperitoneal 40 mg/kg,
en dosis Unica (aguja 27G), luego sacrificados con la dislocacion cervical como método de
eutanasia. Posteriormente se realizd una incision a nivel de los miembros inferiores, y luego
se extrajo la muestra del tejido y se cortd en trozos pequetios entre 5-15 mg de peso humedo.
Durante todo el procedimiento se mantuvo embebido el tejido en el medio de preservacion de

biopsias (BIOPS).

4.6 Permeabilizacion de las biopsias de musculo

Las muestras se incubaron durante 10 minutos en soluciones de saponina 50 pg/ml,
500 pg/ml o 5 mg/ml, preparadas en medio BIOPS. Luego de la permeabilizacion las
muestras fueron lavadas en medio de respiracion mitocondrial MIRO0S.

Los valores finales de concentracion de saponina utilizados fueron seleccionados
tomando como referencia experimentos reportados previamente (Pesta y Gnaiger 2012)

(Cardinale et al., 2018) .

4.7 Ensayos de oximetria

Para el estudio de la funcion mitocondrial en biopsias permeabilizadas, se midio la
respiracion (consumo de oxigeno) en un respirémetro de alta resolucion OROBOROS
Oxygraph-2 k a 37 °C. Los electrodos se calibraron en medio de respiracion MIROS5
modificado, con una concentracion calculada de oxigeno saturado de 191 uM. La velocidad
de consumo de oxigeno y su pendiente se midi6 con el software de andlisis DatLab 4 (pmol
02 s ml™!). Se peso el tejido (5 — 15 mg), y se colocod dentro de la camara de Oroboros. Se
comenzo6 a medir el consumo de O, sin sustratos ni inhibidores. Posteriormente se agregaron
en forma secuencial los sustratos: 10 mM glutamato y 2 mM malato para la evaluacion del
complejo I y 10 mM de succinato para la evaluacion del complejo I, y 5 mM de ADP. Se
midi6 el consumo de oxigeno luego de inhibir la ATP sintasa con oligomicina (2 pg/ml), y
luego se agregd FCCP, un desacoplante de la fosforilacion oxidativa. Se realizo la titulacién
con FCCP agregando 0.05 puM- 0.5 uM (0.1 — 1 pl). Finalmente se agregd 0.5 uM de
rotenona (inhibidor del complejo I) y 2.5 uM antimicina A (inhibidor del complejo III) (Pesta
y Gnaiger, 2012).
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Para comprobar que la permeabilizacion no afect6 la integridad de la membrana se
agregd citocromo ¢ 10 uM luego de la adicion de ADP. El citocromo ¢ es una proteina
periférica de la membrana interna de la mitocondria. Cuando la membrana externa de la
mitocondria esta intacta el citocromo ¢ permanece en el espacio intermembrana, pero si la
membrana externa se rompe esta proteina puede salir del espacio intermembrana inhibiendo
la respiracion. En este caso, la adicién de citocromo ¢ exdgeno estimula la respiracion. Un
aumento de la respiracion de entre 5-15% es aceptable y no se considera que haya dafo de la

membrana (Kuznetsov et al., 2008).

4.8 Parametros e indices respiratorios.

De los registros de consumo de oxigeno se obtuvieron los pardmetros respiratorios
normalizados por el peso de las muestras y el volumen de las camaras donde se realizé la
evaluacion de la respiracion mitocondrial (2.2 ml). A esos valores se rest6 el consumo de
oxigeno no mitocondrial (e), obtenido después de la inhibicion de la cadena de transporte de

electrones con antimicina A y rotenona (Figura 6).
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Figura. 6. Registro de consumo de oxigeno. Se muestran los distintos valores de velocidad de
consumo de oxigeno utilizados para el calculo de los parametros respiratorios mitocondriales: a) dependiente
de sustratos, b) en presencia de ADP, c) resistente a oligomicina, que inhibe la ATP sintasa, d) en presencia del
desacoplante FCCP, que disipa el gradiente de protones, ) resistente a inhibidores de la cadena respiratoria
mitocondrial. Extraido de Garcia-Roche et al., (2018). Respiratory analysis of coupled mitochondria in

cryopreserved liver biopsies. Redox biology, 17,207-212.
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Los parametros se obtuvieron de la siguiente manera:

(a) Respiracion en estado 4, en presencia de sustratos especificos del complejo I

y IL:

Estado 4 = Velocidad (a). V / Peso de la muestra

(b) Respiracion en estado 3, en presencia de sustratos y ADP, similar a la

respiracion basal del tejido a concentraciones saturantes de sustratos y ADP:

Estado 3 = Velocidad (b). V / Peso de la muestra

(c) Respiracion resistente a la oligomicina, también conocida como respiracion
independiente de la formacion de ATP, debida a la fuga de protones o al transporte de
moléculas cargadas a través de la membrana mitocondrial interna, que disipa el gradiente:

Respiraciéon resistente a Oligomicina = Velocidad (c) . V / peso de la muestra

(d) Respiracion maxima, obtenida después de la disipacion del gradiente de protones
por un desacoplante, depende de la cantidad y actividad de los complejos de transporte de
electrones y de la cantidad de mitocondrias en el tejido.

Respiraciéon maxima = Velocidad (d) . V / peso de la muestra

(e) Tasa de consumo de oxigeno no mitocondrial, puede estar asociada a reacciones
de oxidacion mediadas por especies reactivas de oxigeno u oxidasas o a enzimas que
catalizan reacciones que consumen O2:

Tasa de consumo de oxigeno no mitocondrial = Velocidad (e) . V / peso de la muestra

La respiracion sensible a la oligomicina se calculd como la diferencia entre la

respiracion del estado 3 y la respiracion resistente a la oligomicina obtenida después de la
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inhibicion de la ATP sintasa, y representa el consumo de oxigeno o respiracion dependiente

de la sintesis de ATP.

Respiracion sensible a la Oligomicina = (Velocidad (b) — Velocidad (c)). V/ peso de la muestra

indice de control respiratorio (RCR). Una relacién alta representa un fuerte
acoplamiento entre la sintesis de ATP y el transporte de electrones:

Indice de control respiratorio = Velocidad (b)/ Velocidad (a)

Se puede obtener informacion similar a la del RCR calculando la eficiencia del

acoplamiento, que estd dada por la relacion entre la respiracion en estado 3 y la respiracion

sensible a oligomicina, es decir dependiente de la sintesis de ATP.

Eficiencia de acople = Velocidad (b) — Velocidad (c)/Velocidad (b)

4.9 Graficos y andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos y graficos fueron realizados con el programa GraphPad
Prism 9.0.0. Se identificaron outliers utilizando el método ROUT. Se descartaron los datos de
uno de los animales evaluados que presentaba outliers en mas de un parametro. Se calculd el
promedio y la desviacion estandar (= SD). Los datos se analizaron mediante test t-Student de
dos colas, no pareado. El valor de p utilizado para analizar la existencia de diferencias

significativas entre condiciones fue < 0.05.

5. Resultados y discusion

5.1. Andlisis de polimorfismos de la secuencia del gen MT-ND1

En estado wild type el nucledtido en la posicion 3447 del ADNmt, codifica a un

residuo glutamina en la posicion 47 (Gln47) de la proteina ND1. Para averiguar si existian
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mutaciones reportadas en dicha posicion se utilizd el buscador de mutaciones
alelo-especificas de la base de datos MitoMap. La busqueda en MitoMap reporta dos
mutaciones en ese sitio. Una de las variantes es el cambio A>G, una sustitucion sindnima,
que por lo tanto no altera el aminoacido codificado manteniéndose un residuo de glutamina
en esa posicion. La otra variante reportada en la posicion 3447 es el cambio A>C, coincidente
con la mutacion reportada en el paciente de estudio. Este cambio genético constituye una
transversion en la que se da un cambio de una purina por una pirimidina. El polimorfismo
A>C identificado en la posicion 3447 del ADNmt implica un cambio en el marco de lectura
(CAA>CAC) generando que la secuencia del gen MT-ND1 codifique un residuo de histidina
en la posicion 47 (His47) de la proteina. Estos aminoacidos, glutamina e histidina, pertenecen
a grupos distintos y difieren estructuralmente (Figura 7). La glutamina forma parte del grupo
de aminodcidos polares sin carga mientras que la histidina forma parte del grupo de
aminoacidos con carga positiva. La mutacion reportada fue identificada dentro del
haplogrupo K2a, con un valor de presencia poblacional bajo, con alta probabilidad de ser
patogénica, > 0.67 seglin el valor de APOGEE?, y forma parte de una secuencia considerada

como altamente conservada.

J\/\ - N - N’
H,N o N
NH; + H<gjr 0 I-I<ﬁ]/ 7

NH3+ NH3+

Glutamina Histidina Histidina en estado
protonado

Fig. 7. Estructura de los aminoacidos glutamina e histidina involucrados en la sustitucion
GIn47His de NDI1. El pKa del grupo imidazol que forma parte de la cadena lateral de la histidina es de
aproximadamente 6.0. A pH fisioloégico (pH=7.4), de acuerdo con la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch,

aproximadamente solo un 3.4% del imidazol se encontrara protonado. Creado en BioRender.com.

2 APOGEE es un indice de prediccién de patogenicidad que combina predictores independientes y meta
predictores estableciendo un score de patogenicidad que determina: >0.75 probablemente patogénico,
>0.50-0.75 posiblemente patogénico, >0.25-0.50 neutral o posiblemente benigno,0-0.25 neutral o
probablemente benigno.
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5.2. Analisis evolutivo de la secuencia de MT-ND1

Para confirmar el estado de conservacion de la secuencia del gen MT-NDI se
realizaron analisis evolutivos utilizando como punto de partida la secuencia de la proteina de
interés.

La busqueda de secuencias homoélogas con la secuencia de M7-NDI humana se
realiz6 utilizando las herramientas HHmer y HHpred. Los resultados obtenidos en HHMER
incluyen 8002 organismos cuyas secuencias presentan algin grado de homologia con la
secuencia de MT-NDI de humanos. Ordenando la informacion por Phylum- Chordata- 'y por
reino- Eukarya- las secuencias que se filtran son las que presentan menor e value respecto a
todos los resultados y por lo tanto mayor valor de similitud. Al aplicar esa seleccion, todos
los organismos filtrados tienen como producto de su secuencia a la subunidad 1 del Complejo
I de la cadena de transporte de electrones.

Los 8002 posibles homologos pertenecen a eucariotas y bacterias y algunos a
arquea, no obstante los e-values de estos Ultimos no se corresponden con valores altos de
similitud entre organismos.

El andlisis con HHpred permitié conocer las caracteristicas de las estructuras de las
secuencias identificadas como homologas a las de M7-NDI humano. El software gener6 un
MSA en el cual identifico 22 secuencias clasificadas como hits asociandose todas las
secuencias a fragmentos de proteina transmembrana como resultado de la caracteristica
estructural esperada. De los 22 hits, 12 secuencias fueron clasificadas con una probabilidad
de identidad = 100% para el fragmento de la secuencia con el que se tiene homologia con
MT-NDI. Los hits en los que hay mayor cantidad de residuos alineados con la secuencia
(>290 para un total de 318 coincidencias posibles, dada la secuencia de la subunidad 1)
pertenecen a distintos organismos entre los que se incluyen ademas de eucariotas, bacterias y
plantas. De estos organismos, las secuencias homologas de Tetrahymena thermophila, Bos
taurus 'y Yarrowia lipolytica tienen como producto final de dicha secuencia a la subunidad 1
de la NADH deshidrogenasa:ubiquinona oxidoreductasa al igual que la secuencia de MT-ND1
humana. En los demés casos los productos de las secuencias también corresponden a
proteinas vinculadas a la cadena de transporte de electrones, pero pertenecen a otras
subunidades. Para la representacion de los datos evolutivos se generé un MSA restringido a
mamiferos seleccionando secuencias que tuvieran un numero de residuos mayor a 300. Con
el MSA se cred una representacion mediante WebLogo (Figura 8) y un arbol filogenético

(Figura 9).
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Fig. 8. Weblogo. Se representan los residuos 1-60 de las secuencias analizadas, el tamano de las

letras se corresponde con la frecuencia de la presencia del residuo dentro de las secuencias del MSA. Las

posiciones ocupadas por un solo residuo se encuentran conservadas. Tanto la glutamina de la posicion 47 como

los residuos con las que establece interacciones (posiciones 44, 50 y 51) se encuentran conservados.
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Fig. 9. Arbol filogenético computado en IQ-TREE2 utilizando el MSA generado. La secuencia
correspondiente a humanos se indica en rojo. Las dos ramas observadas pertenecen a secuencias homologas. En
rojo se indica la secuencia de M7-ND1 humano. La rama verde corresponde a placentados, la azul a marsupiales

Las referencias corresponden a los cédigos de acceso Uniprot (UniProt Consortium, 2019).
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5.3. Analisis de estructuras proteicas en contexto wild type y contexto mutante

Para analizar la estructura de la subunidad NDI1 se utiliz6 como referencia una
estructura de Complejo I de Homo Sapiens disponible en la base de datos Protein Data Bank
(PDB) (codigo 5XTD), obtenida mediante CryoEM a una resolucion de 3.70°A. Se
analizaron aspectos de la estructura del Complejo I con el objetivo de identificar los sitios de
interaccion de la subunidad ND1 con otros componentes del Complejo I. Sobre los modulos
P y Q se encuentran mayormente las proteinas que actian como receptoras de electrones,
incluidas subunidades de NADH deshidrogenasas y ubiquinona oxidoreductasa, flavin
mononucledtidos y proteinas con centros Fe-S. La subunidad ND1 se ubica sobre el modulo
P. En estado wild type el residuo de Gln47 forma a nivel intracatenario una interaccion
hidrofobica con la valina 40 (Val40) y enlaces de hidrégeno con los residuos de alanina 50
(Ala50), acido aspartico 51 (Asp51) y glicina 44 (Gli44). A nivel de interacciones con otras
subunidades, la GIn47 establece enlaces de hidrogeno con el residuo de arginina 48 (Arg48)

de la subunidad correspondiente a la proteina hierro-azufre 7 (Figura 10) (Tabla 2).

Fig 10. Analisis de las interacciones de la subunidad 1. A la izquierda se representa la interaccion
de la subunidad ND1 (celeste) con la proteina hierro-azufre 7 (verde) en el contexto del Complejo I. A la

derecha se representa la interaccion entre Arg48 y GIn4d7 en detalle (resaltado en verde).

Los datos obtenidos mediante sofiware de andlisis evolutivo y de conservacion de
secuencias indican que la secuencia que da lugar a la subunidad NDI de la NADH

deshidrogenasa en humanos se ha conservado a lo largo de la evolucion. La presencia de
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homologos bacterianos es esperable dado el origen endosimbidtico de la mitocondria. A su
vez la conservacion de la secuencia en organismos de distintos drdenes, géneros y especies
puede ser indicativa de la importancia de que los residuos presentes en la secuencia ocupen
sus correspondientes posiciones para un correcto funcionamiento en primera instancia de la

subunidad ND1, asi como también del Complejo I y de la cadena de transporte de electrones.

Tabla 2. Interacciones que establece el residuo GIn47

Tipo de interaccion Residuos Atomos que
interactian

Enlace de hidrogeno GIn47- Arg48 de proteina Fe-S 7 | N (GIn47) - O (Arg48)

Enlace de hidrogeno GIn47- Gli44 de subunidad 1 N (GIn47) - O (Gli44)

Enlace de hidrogeno GIn47- Asp51 de subunidad 1 O (GIn47) - N (Asp51)

Enlace de hidrégeno GIn47- Ala50 de subunidad 1 O (GIn47) - N (Ala50)
Hidrofobica Gln47- Val40 de subunidad 1 C (GIn47) - C (Val40)

Para observar los posibles efectos de la sustitucion GInd47His se realizo la
prediccion de la estructura terciaria utilizando una secuencia wild type y una secuencia con el
cambio GIn47His. Los modelos generados mediante AlphaFold tienen un alto indice de
confianza de las predicciones realizadas. El andlisis de la superposicion de la estructura wild
type y la mutante no muestra que hayan cambios a nivel de la estructura terciaria de la
proteina mutante respecto a la wild type, logrando una superposicion practicamente completa
(Figura 11). De igual modo, cuando se realiza en analisis comparativo de la ubicacion de las
dos cadenas modeladas- con la secuencia wild type y la secuencia mutante- ubicandolas en el
lugar correspondiente a la subunidad ND1 dentro del Complejo I no se observa que se
generen grandes alteraciones por la presencia de la estructura mutante y los cambios
observados son coincidentes con las pequeias diferencias observadas en la superposicion de

los modelos.
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plDDT: mmm Very low (<50) Low (60) mmm QK (70) Confident (80) W Very high (>90)

Fig. 11. Prediccion de la estructura terciaria de ND1 modelada mediante AlphaFold. a) Se
observa la superposicion de las estructuras wild type (rojo) y mutante (celeste). b) Se observa la prediccion de la
estructura terciaria modelada con la secuencia wild type. c) Se observa la prediccion de la estructura terciaria
modelada con la secuencia mutante. El indice pLLDT es una estimacion de la confianza por cada residuo

modelado en una escala de 0 a 100.

Si bien no se observan grandes cambios a nivel de la estructura terciaria, cuando se
analizan las interacciones en detalle se encuentran algunas diferencias entre la proteina wild
type y la mutante. Con respecto a los residuos con los que interactiia la GInd7 wild type, ante
la presencia de una histidina en esa posicion se observa una disminucion de la distancia que
separa al residuo 47 de los residuos de Ala50 y Asp51 y un aumento de las distancia con

Gli44 (Figura 12, Tabla 3).
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// U Proteina Fe-S 7

Fig 12. Superposiciones de estructuras de la subunidad 1 predichas por AlphaFold. En el
extremo izquierdo se observa la superposicion de las estructuras de subunidad ND1 con secuencia wild type
(celeste) y secuencia mutante (rojo) en su ubicacion dentro del Complejo I. A la derecha se observa en detalle la

region la sustitucion GInd7His que genera ganancia y pérdida de interacciones.

A su vez la sustitucion aminoacidica genera que se pierda la interaccidon por enlace
de hidrogeno con Ala50 y la interaccion hidrofobica con Val40 al tiempo que se establece un
enlace de hidrogeno débil con Asp51 (Fig. 12, Tabla 3). Por otra parte a nivel de las
interacciones intercatenarias que establecia el residuo de la posicion 47 en la secuencia wild
type, cuando estd presente el residuo de histidina se pierde el enlace de hidrogeno con la
Arg48 que unia a la subunidad NDI1 con la subunidad de la proteina Fe-S 7 (Figura 12, Tabla
3).

Tabla 3. Impacto de la sustitucion GIn47His en las interacciones de la

subunidad ND1.

/

Interaccion Tipo de interacciéon Cambio
Gli44 de subunidad ND1 Enlace de hidrégeno Aumenta la distancia
Asp51 de subunidad ND1 Enlace de hidrogeno Disminuye la distancia

25



Ala50 de subunidad ND1 Enlace de hidrogeno Se pierde interaccion

Val40 de subunidad ND1 Interaccion hidrofobica Se pierde interaccion
Arg48 de proteina Fe-S 7 Enlace de hidrogeno Se pierde interaccion
Asp51 de subunidad ND1 Enlace de hidrogeno débil Se gana interaccion

5.4. Puesta a punto del estudio de la respiracion mitocondrial en biopsia de musculo

esquelético permeabilizado.

Los estudios bioinformaticos realizados sugirieron que la mutacion encontrada en el
paciente podria afectar las interacciones que estabilizan la estructura tridimensional de la
subunidad ND1 asi como las interacciones con otra subunidad del complejo 1. Esto podria
afectar la estabilidad y ensamblaje del complejo I, repercutiendo negativamente en la
actividad del complejo y de la cadena respiratoria mitocondrial. Por esto, se trabajo en la
puesta a punto de un método para medir esta via en tejido muscular.

Se utilizaron muestras obtenidas de raton, para familiarizarse con la técnica. Se
obtuvieron biopsias del musculo gastrocnemio de ratones machos y hembras. Las biopsias
fueron permeabilizadas con distintas concentraciones del detergente saponina para permitir el
acceso de los sustratos de los complejos I y II de la cadena respiratoria, y del ADP, sustrato
de la ATP sintasa. El paso de permeabilizacion es critico ya que el detergente debe
permeabilizar la membrana plasmatica de las células sin afectar la membrana mitocondrial.
Luego del tratamiento con saponina se transfirieron al oximetro.

Para analizar la funcion mitocondrial medimos la velocidad de consumo de oxigeno
mitocondrial en las biopsias de musculo esquelético incubadas con las dos concentraciones de
saponina (0.050 mg/ml y 5 mg/mL). La Figura 13 ilustra el curso temporal de un experimento
de medida de consumo de oxigeno mitocondrial para una muestra permeabilizada con 5
mg/ml de saponina. Como se observa en la figura luego del agregado de sustratos de los

complejos I (glutamato y malato) y II (succinato) de la cadena respiratoria hay un aumento en
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la velocidad de consumo de oxigeno. El agregado de ADP, sustrato de la ATP sintasa
promueve la sintesis de ATP y la entrada de protones a la matriz, conduciendo a un aumento
en la velocidad de consumo de oxigeno. La posterior adicion de oligomicina, que actia como
inhibidor de la ATP sintasa, genera una disminucion en el consumo de oxigeno. El consumo
de oxigeno remanente estd asociado a la fuga de protones. El agregado de FCCP, (un
desacoplante) transporta protones a la matriz mitocondrial, disipando el gradiente de
protones, y esto esta asociado a un aumento en el consumo de oxigeno. El agregado de FCCP
se realiza hasta alcanzar una concentracion para la cual ya no se observa incremento en el
consumo de oxigeno. El experimento concluye con el agregado de rotenona, que actia como
inhibidor del Complejo I y de antimicina A que acta como inhibidor del Complejo III,
generando una disminucion del consumo de oxigeno dado que se interrumpen la transferencia
de electrones hasta el Complejo IV. El consumo de oxigeno que se mantiene esta asociado a
reacciones independientes de la cadena respiratoria.

Las medidas de velocidad de consumo de oxigeno obtenidas en el experimento
permiten obtener parametros e indices respiratorios para evaluar el funcionamiento de la

cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
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Fig. 13. Analisis del consumo de oxigeno mitocondrial en una biopsia de musculo de ratén.

Se midié la concentracion de oxigeno (azul) y la velocidad de consumo de oxigeno (rojo) en una
biopsia de musculo permeabilizada con 5 mg/ml de saponina tras el agregado de glutamato (10 mM), malato (2
mM), succinato (10 mM), ADP (5 mM), oligomicina (2 pg/ml), FCCP (0.05 uM- 0.5 uM) , rotenona (0.5 uM) y
antimicina A (2.5 uM).
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En las condiciones ensayadas, utilizando saponina 0.05 mg/ml y 5 mg/ml, se
obtuvieron valores de respiracion de estado 4 similares (12 + 3 y 12 + 8 pmol s’ mg’
respectivamente). En estado 3 tampoco se observd una diferencia significativa entre la
condicion con 5 mg/ml respecto a la de 0.05 mg/ml de saponina (14 + 3 pmol s’ mg'y 16 £ 4
pmol s' mg™', respectivamente) (Figura 14).

En los valores de respiracion independiente de ATP tampoco se observan cambios
significativos entre las muestras tratadas con 5 mg/ml (10 £ 1 pmol s mg™") respecto a las
tratadas con 0.05 mg/ml de saponina (8 + 1 pmol s’ mg'). Lo mismo ocurrié con la
respiracion maxima, donde la permeabilizacion con 5 mg/ml tuvo un efecto similar a la
realizada con 0.05 mg/ml del detergente (10 + 3 pmol s’ mg'y 9 + 2 pmol s' mg" ,
respectivamente); al igual que la respiracion dependiente de la sintesis de ATP (4 £ 2 pmol
s'mg'y 7+ 3 pmol s’ mg”, respectivamente) (Figura 15).

Tampoco se observaron cambios en los indices respiratorios entre tratamientos. El
promedio de RCR fue 1 £+ 0.1 pmol s mg" para 0.05 mg/mly 1 + 0.2 pmol s mg" para 5
mg/ml. La eficiencia de acople fue de 0.44 + 0.08 pmol s’ mg'y 0.26 £ 0.11 pmol s mg’!

para las concentraciones de 0.05 mg/ml y 5 mg/ml respectivamente (Figura 16).
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Fig 14. Parametros respiratorios obtenidos de la evaluacién de funciéon mitocondrial en los
estados 3 y 4. Se realizaron ensayos de consumo de oxigeno como se describe en la Fig. 13. a) Se muestra la
velocidad de consumo de oxigeno en estado 4 obtenido luego del agregado glutamato (10 mM), malato (2 mM),

y succinato (10 mM), para las dos concentraciones de saponina utilizadas. b) Se muestra la respiraciéon en
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estado 3 luego del agregado de ADP (5 mM). En ambos casos se muestra el promedio y el desvio estandar (SD)

(n=3-5). Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizé un test t-Student con un p-valor <0.05.
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Fig. 15. Parametros respiratorios obtenidos luego del agregado de un desacoplante e

inhibidores de la cadena de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa. Se realizaron ensayos de

consumo de oxigeno como se describe en la Fig. 13. a y b) Se muestran los parametros respiratorios

correspondientes a la respiracion independiente de la sintesis de ATP , y dependiente de la sintesis de ATP ,

obtenidas luego del agregado de oligomicina. ¢) Se muestra la respiracion maxima obtenida luego de la

titulacion con FCCP. En todos los casos se muestra el promedio y el desvio estandar (SD) (n= 3-5). Para el

analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizo un test t-Student con un p-valor <0.05
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Fig. 16. Indices respiratorios. Se realizaron ensayos de consumo de oxigeno como se describe en la
Fig. 13. Se determinaron los indices respiratorios como se indica a) El indice de control respiratorio (RCR) se
determiné como la relacion entre la respiracion en estado 3 y el estado 4. b) ) La eficiencia de acople se calculd
como estado 3 - respiracion resistente a oligomicina / estado 3. En todos los casos se muestra el promedio y el
desvio estandar (SD) para n= 3-5. Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se utilizoé un test t-Student

con un p-valor <0.05

Para evaluar la integridad de la membrana mitocondrial externa se realizo el
agregado de citocromo c¢ y se evalud la variacion en el consumo de oxigeno respecto al estado
3. Los valores obtenidos fueron una disminucion de 14% en la respiracion de la muestra
tratadas con una concentracion de 0.05 mg/ml y un aumento de 4-7% para las muestras
permeabilizadas con 5 mg/ml de saponina. Un incremento de entre 5- 15% en el nivel de
consumo de oxigeno estd dentro de los valores aceptados para que se considere que no hay

dafio de la membrana (Kuznetsov et al., 2008).

El andlisis en conjunto de todos los datos obtenidos mediante los ensayos de
respirometria demuestra que las dos concentraciones analizadas permiten evaluar la funcion
mitocondrial sin que se afecte la integridad de la membrana externa. A su vez no se
observaron diferencias significativas en los parametros e indices obtenidos con las

concentraciones de saponina utilizadas. Estos resultados indican que las dos concentraciones
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del detergente reportadas en la literatura podrian ser utiles para realizar la permeabilizacion
del tejido muscular a evaluar.

Por otra parte, se compararon los resultados obtenidos con datos de la literatura,
donde también se realizaron permeabilizaciones de biopsias musculares para la evaluacion de
la funcidon mitocondrial. Los reportes de andlisis en biopsias de musculo de raton son escasos,
y no encontramos estudios hechos en las mismas condiciones de nuestro ensayo, por esto
comparamos nuestros resultados con experimentos realizados en biopsias musculares
humanas. Los valores de respiracién maxima obtenidos fueron mayores a los del trabajo de
Boushel et al. (2007). Los valores de estado 3 obtenidos son del mismo orden que los datos
reportados por Rabol et al. (2009); Gnaiger (2009) y Boushel et al. (2007), pero son
similares a los valores mas bajos reportados en estos trabajos. En el mismo sentido, los
valores de RCR obtenidos son inferiores a los reportados en la literatura (4-8) (Boushel et. al

2012; Rabol et. al 2009; Cardinale et. al 2018).

Los resultados que obtuvimos y el analisis de los resultados reportados en la
literatura nos muestran que debemos continuar realizando ensayos para obtener valores de
RCR mas altos. EI RCR es un parametro indicativo del acople entre el transporte de
electrones y la fosforilacion del ADP a ATP, es por tanto relevante encontrar condiciones de

evaluacion de la muestra donde este valor se ajuste a los reportados en la literatura.

6. Conclusion

La mutacion identificada en MT-ND1 3447 A>C genera un cambio en un residuo
(GIn47) y una secuencia aminoacidica de la proteina altamente conservados. Si bien la
sustitucion parece no afectar la estructura terciaria de la proteina, se observan cambios en la
interacciones entre residuos al sustituir la glutamina por el residuo de histidina en la
secuencia. Estos datos en conjunto con los datos evolutivos indican que la sustitucion
GIn47His puede afectar la estructura y estabilidad de la subunidad NDI, afectando
principalmente al modulo al que pertenece, es decir el médulo P que participa del bombeo de
protones. Estos cambios podrian tener consecuencias mayores, afectando la estructura y
estabilidad del Complejo I y por tanto su actividad, no obstante se requiere un mayor nimero
de ensayos y analisis mas detallados para poder afirmar esto. En este sentido, la validacion de
un protocolo de medida de funcidon mitocondrial en biopsias musculares sera una herramienta

util para determinar si la mutacion afecta la funcion de la cadena respiratoria y fosforilacion
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oxidativa en el paciente y es responsable de la enfermedad..

El desarrollo de herramientas que permitan profundizar en el diagndstico de
enfermedades mitocondriales asociadas a variantes genéticas de significado incierto es de
gran importancia en el diagnéstico de estas patologias. Las herramientas bioinformaticas
constituyen un novedoso método para lograr a través del andlisis in silico investigar las
posibles implicancias de las mutaciones en las estructuras proteicas y cémo estas pueden
relacionarse con los fenotipos observados. En el mismo sentido, la evaluaciéon de la funcion
mitocondrial de biopsias musculares es una herramienta de andlisis bioquimico que permite
investigar los efectos de las variantes genéticas identificadas sobre el funcionamiento
mitocondrial. Consideramos que el desarrollo de estas herramientas constituye un aporte a la

mejora del diagnostico de las enfermedades mitocondriales en el Uruguay.

7. Perspectivas

- Continuar la puesta a punto del protocolo de permeabilizacion de biopsias
musculares para evaluar la funcidon mitocondrial, para lograr obtener mejores valores de

RCR.

- Evaluar la presencia de la mutacion y la funcién mitocondrial en musculo del

paciente, ya que hasta el momento solo se han analizado muestras de sangre del mismo.

-Incorporar otras metodologias que permitan analizar al complejo I 1, asi como a la
subunidad NDI1. En tal sentido se pueden realizar ensayos mediante electroforesis nativa azul
(BN-PAGE) para evaluar al complejo. Complementariamente se pueden analizar los niveles
de NDI mediante SDS-PAGE y Western Blot con un anticuerpo especifico capaz de
reconocer a esta subunidad, y los niveles de expresion del gen evaluando el transcrito de

MT-NDI mediante RT- qPCR.
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