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1. Resumen 

La aconitasa mitocondrial (ACO2) es una enzima del ciclo de Krebs que cataliza la isomerización 

reversible de citrato a isocitrato mediante un intermediario cis-aconitato. Esta enzima posee un 

centro ferrosulfurado [4Fe-4S]2+ en su sitio activo que es esencial para la catálisis y que además ha 

sido identificado como uno de los principales blancos de las especies reactivas del oxígeno y el 

nitrógeno. La ACO2 es preferencialmente modificada e inactivada por oxidantes durante el 

envejecimiento y durante patologías que cursan con disfunción mitocondrial. Además, dado que la 

inactivación por oxidantes puede ser reversible, se la ha postulado como un sensor redox. Hasta el 

inicio de esta tesis, no había reportes realizados con la ACO2 humana, por lo que este trabajo abordó 

como objetivos generales expresar, purificar y realizar la caracterización bioquímica, funcional y 

estructural de la ACO2 humana, además de investigar algunas de sus funciones esenciales a nivel 

celular, tales como su papel modulador en el metabolismo y su función como sensor redox 

mitocondrial. 

Se obtuvo la ACO2 humana recombinante con un alto nivel de pureza (> 99%) que presentó un pH 

óptimo de 8.5, en concordancia con el pH alcalino de la matriz mitocondrial. La actividad enzimática 

aumentó gradualmente a medida que se aumentó la temperatura hasta alcanzar los  

50 °C, sin embargo, a temperaturas superiores, la ACO2 mostró signos de agregación. Se 

determinaron las KM para los tres sustratos de la enzima: 950 ± 90 µM para el citrato, 100 ± 10 µM 

para el isocitrato y 7.9 ± 0.7 µM para el cis-aconitato.  

Se calcularon las constantes de reacción de segundo orden de la ACO2 humana con peróxido de 

hidrógeno, peroxinitrito, radical carbonato y superóxido, obteniendo constantes del orden de 102, 

105, 108 y 108 M-1s-1, respectivamente, en el orden de los reportados previamente para otras 

especies, verificando la alta sensibilidad de la ACO2 a oxidantes. La inactivación de la ACO2 humana 

con estos oxidantes fue reversible bajo condiciones anaerobias tras la incubación con hierro, azufre 

y un agente reductor. 

Se identificaron diferencias significativas respecto a la temperatura de melting (Tm), de la [4Fe-4S]2+-

ACO2 activa, respecto a la [3Fe-4S]+-ACO2 inactivada oxidativamente (51.1 ± 0.5 y 43.6 ± 0.2 ᵒC 

respectivamente), brindando evidencia de cambios estructurales, o cambios en el desplegado de la 

enzima. Estos dos estados también mostraron diferencias respecto a la exposición de parches 

hidrofóbicos, evidenciado por el aumento en la intensidad de fluorescencia de la sonda ANS al 

incubarse con la [3Fe-4S]+-ACO2, respecto a la [4Fe-4S]2+-ACO2.  
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Se desarrollaron parámetros para los centros ferrosulfurados de la ACO2 que permitieron la 

realización de simulaciones de dinámica molecular para evaluar las diferencias entre los estados del 

centro Fe-S de la ACO2, encontrándose que la [3Fe-4S]+-ACO2 inactiva posee un mayor nivel de 

apertura y exposición del centro ferrosulfurado, en conjunto con una dinámica global de la proteína 

de tipo breathing, de mayor magnitud para el estado inactivo.  

Se evaluó el impacto de la acetilación por acetil-CoA en la ACO2 humana, encontrándose que esta 

modificación llevó a una pérdida de la actividad de la ACO2 (hasta un 30% tras la incubación con 1.5 

mM acetil-CoA). Las lisinas acetiladas que presentaron una modificación dosis-respuesta respecto a 

la concentración de acetil-CoA fueron la 86, 401, 458, 462 y 776. Por otra parte, la 138, 245, 520, 

628 y 651-652 (el mismo péptido), fueron detectadas en niveles similares para todas las 

concentraciones de acetil-CoA.  

Se obtuvo numerosa evidencia sobre la existencia de la interacción física entre la ACO2 humana y la 

frataxina humana (FXN), proteína participante de la biosíntesis de novo de centros ferrosulfurados 

en la mitocondria. Se mostró que la FXN recombinante cargada con hierro es capaz de activar a la 

ACO2, incluso cuando la misma resulta previamente inactivada por peroxinitrito. Adicionalmente, 

mediante experimentos de fluorescencia intrínseca, ELISA de interacción proteína-proteína y 

anisotropía de fluorescencia, se confirmó la interacción física hierro dependiente entre ambas 

proteínas. Esto fue complementado mediante estudios in silico, donde se generaron modelos del 

complejo ACO2-FXN mediante AlphaFold2.0-Multimer, y mediante docking utilizando el webserver 

HADDOCK 2.0. Estos estudios sugirieron que la interacción entre la ACO2 y la FXN se encuentra 

sustentada en la coevolución entre ambas proteínas, así como también, se obtuvieron modelos que 

acercan lo suficiente el centro ferrosulfurado inactivo de la ACO2 y la región ácida de la FXN (la cual 

tiene asignado el rol de unión a hierro) para sustentar un mecanismo de transferencia de hierro. 

Nuestros resultados apoyan que la FXN además de participar en la biosíntesis de centros Fe-S en la 

mitocondria, participaría en la reactivación de la ACO2 oxidada. 

Además, se estudió la actividad aconitasa en modelos celulares que cursan con un aumento en la 

producción de oxidantes endógenos: 1) un modelo de senescencia celular inducida por el oncogén 

RAS, y 2) células espermáticas que transcurren el proceso de capacitación. Se logró determinar en 

ambos casos, el aumento de los niveles de superóxido mitocondrial en estado estacionario, en 

comparación con los controles, evaluando la actividad y expresión de la ACO2. En el modelo de 

senescencia inducida por el oncogén RAS, la inhibición de la ACO2 se acompañó por cambios en 

metabolitos y enzimas que confirman un redireccionamiento del citrato desde la mitocondria hacia 
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el citosol. Esto se acompaña con una disminución en la biosíntesis de ácidos grasos y un aumento 

en la actividad de la SIRT6, sugiriendo que el aumento en los niveles de citrato impactará en la 

acetilación proteica en este caso. Por otra parte, la evaluación de la ACO2 en espermatozoides 

humanos permitió confirmar que la producción de especies oxidantes mitocondriales es esencial 

para el proceso de capacitación espermática. Durante este proceso, la síntesis de ATP y la 

respiración mitocondrial se encuentran aumentadas a pesar de la inhibición de la ACO2, 

sustentando que la ACO2 no ejerce un control metabólico en estas células. 

En resumen, este estudio proporciona una visión integral de la ACO2 humana desde su expresión y 

purificación, su caracterización estructural, funcional e interacción con proteínas mitocondriales 

asociadas y su papel potencial en la modulación del metabolismo mitocondrial. 

Palabras clave: aconitasa mitocondrial, proteína ferrosulfurada, biología redox, biología 

computacional, modificaciones postraduccionales, interacción proteína-proteína  
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2. Introducción 

2.1. La aconitasa mitocondrial (ACO2) 

La eficiencia del metabolismo energético celular es fundamental para la función y supervivencia 

celular. Una de las enzimas críticas en este proceso es la aconitasa mitocondrial (ACO2, citrato 

(isocitrato) hidrolasa, EC.4.2.1.3), la cual desempeña un papel esencial en el ciclo de Krebs al 

catalizar la isomerización reversible de citrato a isocitrato pasando por un intermediario cis-

aconitato. En la mayoría de los tejidos de mamífero, bajo condiciones de equilibrio a pH 7.4 y 25 °C, 

la relación entre los sustratos se mantiene de acuerdo con la reacción en equilibrio de la ACO2:  

88% citrato ↔ 4% cis-aconitato ↔ 8% isocitrato, resultando en la característica relación 

citrato/isocitrato de aproximadamente 10/1. Pese a que esta reacción es endergónica  

(ΔG0’ = 6.3 kJ/mol), a nivel celular la reacción es favorecida por el rápido consumo del isocitrato en 

el siguiente paso del ciclo de Krebs (oxidación del isocitrato por la isocitrato deshidrogenasa (IDH); 

ΔG0’ = -8.4 kJ/mol)[1,2]. 

La ACO2 posee, como grupo prostético, un centro ferrosulfurado (Fe-S) cúbico [4Fe-4S]2+ ligado a 

tres cisteínas proteicas por enlaces Fe-S, mientras que el cuarto hierro, denominado Feα, se 

encuentra expuesto al solvente siendo capaz de unir átomos de oxígeno de sus sustratos o del 

agua[3,4]. Mientras que la integridad de este centro es esencial para la catálisis, la presencia de este 

Feα no coordinado con residuos proteicos lo vuelven uno de los blancos preferenciales de las 

especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno (RNS) en la mitocondria. La oxidación del centro 

Fe-S de la ACO2, con la consecuente pérdida del Feα, lleva a la formación de un centro [3Fe-4S]+ 

inactivo; sin embargo, esta reacción puede ser revertida tanto in vitro como in vivo mediante la 

adición de un átomo de Fe2+ y un reductor que le provea un electrón, como, por ejemplo, el glutatión 

o el ácido ascórbico, muy abundantes en la mitocondria[5] (Figura 1). En condiciones fisiológicas, la 

relación de aconitasa inactiva respecto a la total se encuentra en el entorno al 10-15%. Aunque la 

inactivación de la ACO2 ha sido sumamente caracterizada en la literatura, los procesos y elementos 

participantes en la reactivación todavía no son del todo comprendidos. Se ha postulado que la 

frataxina (FXN), uno de los componentes involucrados en biosíntesis de novo de centros Fe-S, podría 

participar en la reparación de la [3Fe-4S]+-ACO2[6]. Sin embargo, este resultado ha sido 

cuestionado[7]. 
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Figura 1. Oxidación y reducción del centro Fe-S de la ACO2. Los oxidantes aniónicos como el radical O2

•¯, 
ONOO¯ y CO3

•¯ reaccionan rápidamente con el clúster [4Fe−4S]2+ de la ACO2 con una constante de 
velocidad de segundo orden que varía de 105 a 108 M−1s−1, dando como resultado una enzima inactiva que 
contiene un centro [3Fe−4S]+. Durante este proceso, un ion de hierro (Feα) se libera como Fe2+ y se 
producen oxidantes secundarios. La reactivación de la enzima puede lograrse in vitro o in vivo mediante 
la adición de Fe2+ y un agente reductor que proporcione un electrón adicional (e−), como el glutatión. La 
formación de H2O2 y HCO3¯ requiere H+ del medio, y la reacción del ONOO¯ produce H2O además de •NO2. 
En condiciones fisiológicas, la relación de ACO2 inactiva respecto a la total es del entorno al 10-15%. 
Modificado de[5].  

 

La ACO2 presenta una isoforma citosólica conocida como ACO1, también denominada IRP1 (iron 

regulatory protein 1). Aunque ambas son capaces de catalizar la misma reacción enzimática, son 

codificadas por genes distintos situados en diferentes cromosomas y comparten una identidad de 

secuencia de solamente 30%. Asimismo, la forma madura de la ACO1/IRP1 tiene un peso molecular 

de 98.4 kDa (889 residuos), lo que supone 136 residuos más que la forma madura de la ACO2 (753 

residuos)[8]. Particularmente, la ACO1/IRP1 responde a los niveles de hierro intracelular 

alternándose entre dos estados funcionales: la que posee el centro ferrosulfurado con actividad 

aconitasa y la apoproteína que funciona como regulador postranscripcional. Ante niveles bajos de 

hierro, la apoproteína se une a IREs (iron responsive elements) localizados en las UTR (untranslated 

regions) del 5’ o 3’ del ARN mensajero de proteínas involucradas en la captación, la utilización o el 

almacenamiento del hierro como la ferritina o los receptores de transferrina[9]. Se ha propuesto, 

que el rol de la actividad aconitasa de la ACO1 permite conservar el balance entre el NADPH 

generado desde el isocitrato por la IDH con el acetil-CoA generado del citrato por la citrato liasa, 

regulando la glucólisis, la gluconeogénesis y la síntesis de ácidos grasos[10]. La regulación del estado 

de la ACO1/IRP1 también puede darse por la reacción con el radical superóxido (O2
•¯), sin embargo, 

esta es mucho menos sensible en comparación a la ACO2[11]. 
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Las mitocondrias constituyen el principal sitio de producción de ROS a nivel intracelular, por la 

reducción parcial del oxígeno al O2
•¯ en la cadena de transporte electrónico y las flavin-

deshidrogenasas del ciclo de Krebs[12–16]. Durante mucho tiempo se propuso al O2
•¯ como una 

especie importante en la toxicidad por oxígeno, pero los blancos específicos de este radical eran 

esquivos hasta que se identificó como uno de ellos a la ACO2 y otras deshidratasas con centros  

Fe-S[17–19]. La ACO2 es extremadamente sensible a la inactivación por el O2
•¯, y además, por la 

alta especificidad de esta reacción, se ha utilizado la actividad de la ACO2 como método para medir 

la concentración de O2
•¯ en estado estacionario o la formación de ROS mitocondriales en modelos 

celulares[20,21].  

También la ACO2 reacciona con óxido nítrico (•NO), producto de las óxido nítrico sintasas, y con 

especies derivadas del mismo como el peroxinitrito (ONOO¯) y radical carbonato (CO3
•¯)[22,23]. La 

presencia de la ACO2 oxidada y nitrada en diversos modelos animales de sepsis, inflamación, 

envejecimiento y diabetes la revelan como un blanco preferencial de especies nitro-oxidativas[24–

26].  

El O2
•¯ y ONOO¯ reaccionan rápidamente con el centro [4Fe-4S]2+ con constantes de segundo orden 

en el rango de entre 108 a 105 M-1s-1 llevando a la formación del centro [3Fe-4S]+ catalíticamente 

inactivo, pero tras esta inactivación, la ACO2 es capaz de reactivarse in vivo. Por otra parte, el •NO 

y nitrosotioles (como el nitrosoglutatión) reaccionan a altas concentraciones con el centro  

[4Fe-4S]2+ con constantes de reacción menores (0.65 y 0.23 M-1s-1) pero llevan a la disrupción total 

e irreversible del centro Fe-S[27]. 

Por la capacidad de la ACO2 de inactivarse oxidativamente y reactivarse, junto con su papel en el 

metabolismo intermediario, se ha sugerido que podría actuar como un reóstato redox, influyendo 

en la regulación del flujo de electrones y carbono a través del Ciclo de Krebs (Figura 2)[28].  

En los últimos años, también se ha destacado el rol inmunomodulador del metabolito itaconato, un 

metabolito derivado del intermediario de la reacción catalizada por la ACO2[29]. El itaconato es un 

metabolito producido por la descarboxilación del cis-aconitato catalizada por la aconitato 

descarboxilasa 1 (ACOD1 o IRFG1), cuya expresión se da principalmente en macrófagos activados. 

La producción de itaconato es capaz de limitar la succinato deshidrogenasa (SDH), ya que funciona 

como inhibidor competitivo, bloqueando los procesos inflamatorios mediados por succinato (HIF1α 

e IL-1β). Además, el itaconato es capaz de inducir las proteínas antiinflamatorias NRF2 (nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2) y ATF3 (activating transcription factor 3). Específicamente en 
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este contexto, la ACO2 suele encontrarse parcialmente inactiva principalmente por la alta 

producción de •NO, lo que implica una acumulación de citrato y una caída en los niveles de  

α-cetoglutarato[30]. 

 

Figura 2. La ACO2 como blanco de especies reactivas mitocondriales. La ACO2, enzima localizada en la 
matriz mitocondrial, cataliza la isomerización reversible de citrato a isocitrato en el ciclo de Krebs, siendo 
esencial para el metabolismo celular. Su centro Fe-S [4Fe-4S]2+, es un blanco de especies reactivas del 
oxígeno y del nitrógeno llevándola a un estado [3Fe-4S]+ inactivo, tras la pérdida del Feα del centro. La 
principal fuente de las especies reactivas son las deshidrogenasas del ciclo de Krebs y los complejos I y II 
de la cadena de transporte electrónica. 
 

También se ha descrito a la ACO2 como proteína asociada al ADN mitocondrial[31]. En levaduras se 

ha determinado que la ACO2 es una de las proteínas involucradas en la formación de nucleoides, 

participando en el mantenimiento del ADNmt, función independiente de la actividad catalítica de la 

enzima[32]. Esto todavía no ha sido verificado en vertebrados. 

Se ha observado que en células de mamífero la expresión de la ACO2 se encuentra regulada a nivel 

de la traducción por el nivel de hierro intracelular, lo que ha sido demostrado por el aumento de su 

expresión al incubar células con hemina (fuente de hierro) en comparación a células tratadas con 

deferoxamina (quelante de hierro)[33]. Posteriormente, fue descrito que uno de los mediadores en 

esta regulación es la ACO1/IRP1, ya que el ARNm de la ACO2 contiene un IRE en la 5’ UTR al que la 

ACO1/IRP1 se une (con una afinidad relativamente baja en comparación a los IRE de otras proteínas 

como por ejemplo la L/H-ferritinas o la ferroportina), disminuyendo así su traducción[34]. La 

remoción del IRE de la ACO2 o su extensión contribuyen a la modulación en la expresión de la enzima 

debido a cambios en la estabilidad termodinámica y, por tanto, el tiempo de vida del ARNm. 
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Igualmente, la expresión de la ACO2 no es solamente regulada por el IRE, sino también por 

mecanismos independientes del IRE. La mutación de los residuos que unen el centro Fe-S de la ACO2 

(Cys385, Cys448, Cys451), por serina, redujo la expresión de la ACO2, pero se mantuvo controlada 

por los niveles de hierro. Sin embargo, esta regulación fue eliminada cuando se mutó el IRE en el 5’ 

UTR de la ACO2[35].  

Se ha reportado tanto en ratones como en humanos, que la transcripción de la ACO2 es controlada 

por NR1D1 (receptor nuclear subfamilia 1, grupo D, miembro 1), lo que le confiere a este último su 

función reguladora sobre el metabolismo mitocondrial. NR1D1 opera como un represor 

transcripcional al reclutar a NCoR1 (corepresor del receptor nuclear 1) y a HDAC3 (histona 

desacetilasa 3), teniendo un rol importante en la regulación del ciclo circadiano central a través de 

la represión de BMAL1. BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-Like 1) es una proteína clave en la 

regulación del reloj circadiano en los mamíferos. Junto con CLOCK, otra proteína central, BMAL1 

forma un complejo que actúa como un activador transcripcional, promoviendo la expresión de 

genes que controlan los ritmos circadianos, como PER y CRY. La ACO2 presenta un motivo de unión 

para NR1D1 en su promotor, observándose además, que la sobreexpresión de NR1D1 conlleva la 

represión de la ACO2, mientras que la mutación del promotor de la ACO2 resulta en la supresión de 

su regulación por NR1D1[36].  
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2.2. Estructura de la ACO2, mecanismo catalítico y evaluación de la actividad aconitasa 

La ACO2 humana traducida contiene 780 aminoácidos(*), de los cuales 27 del extremo N-terminal 

corresponden a un péptido señal que la dirige a la mitocondria[37]. La forma madura de la ACO2 es 

monomérica y posee 753 aminoácidos con un peso molecular de 82.4 kDa. La secuencia, el 

plegamiento y estructura de la ACO2 se encuentran altamente conservados dentro de los 

mamíferos[37], y la identidad de secuencia entre la ACO2 porcina, la cual es la más estudiada en la 

literatura, coincide en un 97% con su homóloga humana.  

El análisis de la ACO2 y la caracterización de su centro Fe-S iniciaron con la detección de una señal 

de EPR (espectroscopía de resonancia paramagnética electrónica) proveniente de dicho centro 

debido al carácter paramagnético del centro [3Fe-4S]+, sin embargo, el centro en su estado  

[4Fe-4S]2+ no presenta señal (Figura 3A). Posteriormente, se emplearon diversas técnicas 

espectroscópicas para profundizar en la caracterización de este centro Fe-S, tales como la 

espectroscopía de Mössbauer, la resonancia electrónica de doble resonancia nuclear (ENDOR) y el 

dicroísmo circular magnético (MCD) a baja temperatura[4]. Adicionalmente, varias proteínas Fe-S, 

incluida la ACO2, presentan espectros de dicroísmo circular (CD) en la región ubicada entre los 350 

y los 800 nm de diversas características que dependen del tipo de centro Fe-S y su contexto (Figura 

3B-D). Este tipo de señales también son evidenciables para centros [2Fe-2S], los cuales son 

precursores de la biosíntesis de centros de tipo [4Fe-4S][38]. 

La estructura cristalográfica de la ACO2 porcina con su centro [4Fe−4S]2+ fue resuelta por primera 

vez por Robbins y Stout en 1988 utilizando cristalografía de rayos X (PDB ID: 6ACN). Antes de eso, 

habían resuelto la estructura de la enzima inactiva (PDB ID: 5ACN), proporcionando así evidencia 

directa de una interconversión de sus centros Fe−S, confirmando evidencia previa analítica, 

bioquímica y espectroscópica, que respaldaba que el clúster Fe−S de la ACO2 podía existir en 

diferentes estados[39]. 

 

(*) Por convención, como la bibliografía referenciada en esta tesis varía en la utilización de la numeración aminoacídica incluyendo o no el 
péptido señal (27 aminoácidos), se utilizará la numeración de la ACO2 incluyéndolo, y utilizando la numeración tal como aparece para la 
ACO2 humana en la base de datos UniProt con el ID Q99798.  
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Figura 3. Técnicas espectroscópicas utilizables para la evaluación de proteínas Fe-S. A) Extraído de Han, 
2005: espectros de EPR de la [4Fe-4S]2+-ACO2 antes (A) y después del tratamiento con 30 µM a 1 mM de 
ONOO¯ (B-D), o con 500 µM ONOO¯ en presencia del citrato 50 mM (sustrato). B) Extraído de Azam, 2020: 
espectros UV-Vis y de CD de las proteínas NFU4 y NFU5. C) Extraído de Piszkiewicz, 1981: espectros de CD 
y UV-Vis de la ACO2 porcina D) Extraído de Fee, 1984: Espectro de CD de la proteína Rieske. 
 

El plegamiento de la ACO2 consiste en 4 dominios globulares, con un dominio bisagra (hinge-linker) 

que conecta el dominio 3 con el 4 (Figura 4, izquierda). El centro Fe-S se encuentra ligado a tres 

cisteínas del dominio 3 (Cys385, Cys448, Cys451) y se encuentra dentro de una cavidad formada por 

los dominios 1 a 3 (Figura 4, derecha). Por su parte, el dominio 4, funciona como una “tapa” y su 

superficie es complementaria a esta cavidad. 
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Figura 4. Estructura de la ACO2. A la izquierda se muestra la estructura tridimensional de la ACO2 de cerdo 
(PDB ID: 6ACN). A la derecha se muestra el centro [4Fe-4S]2+ activo de la ACO2 en el sitio activo ligado a 
cisteínas proteicas mediante enlaces Fe-S. El cuarto hierro, denominado Feα no se encuentra unido a 
cisteínas y puede unir hidroxilos de sus sustratos o del agua. Además, es el átomo que se libera al 
inactivarse la ACO2 oxidativamente. Modificado de[5]. 

 

El sitio activo de la enzima está compuesto, además de por el centro Fe-S, por 21 aminoácidos 

pertenecientes a los cuatro dominios. Estas cadenas laterales comprenden una gran cavidad polar 

que al interaccionar con el sustrato forma una compleja red de enlaces de hidrógeno. Todo esto 

podría ser, en parte, la razón del gran tamaño de la proteína[4].  

El mecanismo catalítico de la ACO2 se ha propuesto basándose en estructuras cristalográficas de la 

enzima junto con sus sustratos e inhibidores. Además, los distintos mecanismos de reacción 

propuestos han sido evaluados utilizando datos cinéticos experimentales y mutaciones puntuales 

de los residuos involucrados (Figura 5)[3].  
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Figura 5. Reacción catalizada por la ACO2. El citrato se une a la ACO2 de forma estereoespecífica. Una vez 
unido se elimina un grupo hidroxilo y un hidrógeno (*) en una reacción de deshidratación donde la His128 
actúa como el ácido y la Ser669 como la base. En este paso, una molécula de agua es liberada para dar 
paso a la formación de cis-aconitato unido al centro Fe−S en "modo citrato". Posteriormente, el cis-
aconitato debe girar y unirse al clúster en un "modo isocitrato". De esta forma es hidratado en una 
reacción de hidratación complementaria que lleva a la formación de isocitrato. Solo una de las estructuras 
representadas corresponde a una estructura cristalina existente (complejo con citrato), mientras que las 
otras fueron modeladas en base a evidencia experimental. Modificado de[5]. 

 

La Ser669, actuando como base general, se cree que está desprotonada cuando el sustrato se une 

al centro Fe-S y se forma Fe-OH2 en la esfera de coordinación. La Ser669 entonces abstrae el protón 

del carbono α del citrato para formar cis-aconitato. La eliminación conjugada del grupo hidroxilo y 

la ruptura del enlace β C-OH resultan en la desprotonación de la His128. El par His128-Asp129 activa 

la molécula de agua coordinada con el centro Fe-S para proporcionar un hidróxido al cis-aconitato. 

Luego, la Ser669 protona el carbono β de este intermediario para formar isocitrato[40]. 

Hasta el momento, toda la información referida al mecanismo catalítico de la ACO2 se basa en las 

técnicas mencionadas y nunca se ha caracterizado utilizando técnicas computacionales, como por 

ejemplo métodos de mecánica cuántica (QM), de mecánica clásica (MM). 

Debido a su mecanismo catalítico y a la presencia del doble enlace del cis-aconitato  

(ε240 = 3.6 mM-1cm-1), es posible medir la actividad aconitasa por espectrofotometría UV-visible 

(Figura 6). Este método, denominado ensayo “directo”, implica la evaluación de la formación de  

cis-aconitato a partir del consumo de citrato o isocitrato, o la medición el consumo de cis-aconitato, 

a través del cambio en la absorbancia a 240 nm. En casos donde estén presentes otros compuestos 



13 
 

que interfieren con la medida de absorbancia a 240 (ej. lisados celulares), puede utilizarse el ensayo 

“acoplado”, que involucra el uso de un exceso de IDH, donde se evalúa la reducción de NADP+ a 

NADPH por medición de la absorbancia a 340 nm[41].  

 
 
Figura 6. Ensayos utilizables para la medida de actividad aconitasa. El ensayo directo sigue la producción 
o consumo de cis-aconitato por absorbancia a 240 nm. En condiciones donde estén presentes moléculas 
que absorben también a 240 nm (ej. lisados celulares), puede utilizarse el ensayo acoplado, que hace uso 
de un exceso de isocitrato deshidrogenasa (IDH), la cual oxida el isocitrato producido por la ACO2 
conjuntamente con la reducción de NADP+ a NADPH. El NADPH puede seguirse por absorbancia a 340 nm. 

 

Adicionalmente, existen kits comerciales que se fundamentan en métodos colorimétricos para la 

determinación de la actividad aconitasa. Sin embargo, la mayoría de estos involucran una 

incubación previa de las muestras con soluciones que contienen Fe2+ y agentes reductores, lo que 

implica que esta metodología conduce a una sobreestimación de la actividad aconitasa real, ya que 

determina la actividad total en lugar de la que realmente presentan las muestras. Es decir, el 

equilibrio de la ACO2 entre su estado activo [4Fe-4S]2+ e inactivo [3Fe-4S]+ se desplaza hacia la 

formación del estado activo [4Fe-4S]2+. 
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2.3. Modificaciones postraduccionales no oxidativas de la ACO2 

Además de las modificaciones oxidativas que pueden encontrarse en la ACO2 (Tabla 1), se han 

identificado otras modificaciones postraduccionales en esta enzima, siendo sus consecuencias 

funcionales parcialmente estudiadas. 

 
 

A continuación, se profundiza en las modificaciones postraduccionales no oxidativas más relevantes 

reportadas en la ACO2. 

2.3.1. Fosforilación 

La fosforilación es la modificación postraduccional más abundante en las proteínas, con más de 

250.000 sitios de fosforilación reportados en el proteoma y más de 500 genes codificantes para 

kinasas en el humano. Esta modificación consiste en la adición reversible de un grupo fosfato, la 

cual puede ocurrir comúnmente en serinas, treoninas y tirosinas, y suele tener efectos significativos 

en las proteínas, particularmente en la regulación de su actividad enzimática (revisado en[42]). A 

nivel mitocondrial se han identificado al menos 25 proteín-kinasas con sustratos mitocondriales, 

incluyendo la proteín-kinasa A (PKA), la proteín-kinasa C (PKC), la kinasa inducida por PTEN 

(fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) (PINK1), entre otras[43]. Se ha encontrado evidencia 

que identifica a la ACO2 como un blanco de la FGR tirosín-kinasa, un miembro de la familiar de las 

Src proteín-kinasas, modificando los residuos Tyr71, Tyr544 y Tyr665 en mitocondrias de cerebro de 

rata. Notablemente, estos residuos se encuentran altamente conservados, por lo que podrían ser 

importantes en la estabilidad o actividad catalítica de la ACO2 humana[44]. También se ha 

detectado a la ACO2 fosforilada en músculo esquelético de humanos y en músculo cardíaco de ratas 

con diabetes tipo 1[45,46]. En estos modelos, la fosforilación enzimática de las serinas Ser471 y 

Ser690 de la ACO2, fue un proceso encontrado posterior a la activación de la PKC y que en 

Modificación Consecuencia Referencias

Reacción del centro Fe-S con

O2, O2
•
¯, H2O2, ONOO¯, CO3

•
¯

Inhibición reversible

Flint, 1993; Castro, 1994; 

Gardner, 1994; Tórtora, 

2007

Reacción del centro Fe-S con
•
NO, GSNO

Inhibición irreversible Tórtora, 2007

Nitración de tirosinas No modifica la actividad Tórtora, 2007; Han, 2005

Glutationilación de cisteínas Actividad disminuida Han, 2005

Tabla 1. Modificaciones postraduccionales de la ACO2 en condiciones de estrés oxidativo
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condiciones in vitro, puede ser fosforilada por la PKCβ2. Particularmente se ha encontrado que esta 

modificación promovería la activación de la aconitasa en el sentido reverso (de isocitrato a citrato). 

2.3.2. Succinación 

La succinación es una modificación, irreversible y espontánea in vivo, que resulta de la reacción del 

fumarato con grupos sulfhidrilos mediante una adición de Michael, por lo que a nivel biológico esto 

resulta en la formación de un enlace tioéter con residuos de cisteína. La producción por esta vía de 

S-(2-succino) cisteína, es a lo que se denomina “succinación”. Al ser un tioéter, no un tioéster, no es 

reversible por transesterificación con glutatión u otros tioles celulares. El rol de esta modificación 

como regulador es propuesto debido a que el fumarato es un metabolito intermediario del ciclo de 

Krebs y a que el mismo puede presentar gran variación en condiciones de estrés. Por ejemplo, este 

aumenta 10 veces en fibroblastos durante la diferenciación a adipocitos, y puede aumentar hasta 6 

veces en músculo durante el ejercicio. La modificación de los niveles de fumarato responde 

fuertemente a la relación NADH/NAD+, por lo que también puede variar en la hipoxia, el distrés 

respiratorio o el alcoholismo, entre otras condiciones[47]. 

En cultivos de fibroblastos de ratón deficientes en fumarasa, y que por lo tanto, acumulan fumarato 

a nivel intracelular, se identificó a la ACO2 succinada en las cisteínas 448 y 451, y en menor cantidad 

en la 385, todas ellas participantes en la coordinación del centro Fe-S, por lo que esta modificación 

impediría la coordinación del centro Fe-S, y por tanto, vuelve a la ACO2 catalíticamente inactiva[48]. 

2.3.3. Acetilación 

La acetilación es una modificación postraduccional reversible que puede ocurrir tanto de forma 

enzimática como no enzimática. En el núcleo y el citosol, la acetilación es regulada por las acciones 

opuestas de acetiltransferasas y desacetilasas, sin embargo, en la mitocondria, se ha planteado que 

la acetilación ocurre mayoritariamente de forma espontánea tras la reacción del acetil-CoA con las 

lisinas. Esta reacción espontánea se encuentra favorecida por los altos niveles de acetil-CoA (0.1 a 

1.5 mM) y el pH alcalino de la matriz mitocondrial (7.9-8.0)[49]. Por otra parte, la reversión de esta 

modificación es realizada a nivel mitocondrial por la desacetilasa sirtuina 3 (SIRT3), la cual presenta 

gran inespecificidad y desacetila aproximadamente 65% de los 2.200 sitios acetilados del proteoma 

mitocondrial[49].  

Particularmente, la ACO2 ha sido hallada en estudios de acetiloma en rata, ratón y humano[50–52], 

sin embargo, los sitios de acetilación reportados y a los que se les atribuyen roles regulatorios varían 

de forma importante en la literatura. Particularmente un artículo de Fernandes en 2015[53] 
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presenta resultados de modelos de acetilación química in vitro (anhídrido acético o acetil-CoA), 

acetilando mitocondrias aisladas de corazón de rata o mediante un modelo in vivo de ratones 

alimentados con dieta alta en grasas. En ambos casos se observa allí un aumento de la actividad de 

la ACO2 que es revertido por tratamiento con la SIRT3 o por reversión del tipo de dieta en los 

ratones. Dichas muestras son sometidas a un estudio de proteómica para identificar los residuos 

acetilados y además mediante el estudio de la conservación de las lisinas, sugieren el rol de la 

acetilación de la lisina 144 (dominio 1) como responsable de esta modulación de la actividad. El 

mecanismo planteado implica la modificación de una interacción de esta lisina con la Gln541 

localizada en el dominio 4 de la ACO2. Esta lisina también fue observada en[54].  

En otro trabajo, la Lys258 es a la que se le asigna un rol regulatorio, ya que la encuentran acetilada 

y con actividad aumentada en una línea celular de cáncer de próstata. Reemplazar dicha lisina por 

arginina previene la acetilación y lleva a la enzima a presentar una menor actividad. A su vez, su 

actividad también disminuye al ser tratada con SIRT3[55]. Esta lisina se encuentra localizada en el 

dominio 3, en la interfase con el dominio 4, por lo que la modificación de este residuo podría 

también afectar la dinámica de la enzima. 

2.3.4. Glucosilación 

La O-GlucosilNAcetilación es un tipo de glucosilación que se produce por la adición de un residuo de 

N-acetilglucosamina (GlcNAc) sobre el grupo hidroxilo de serina o treonina de algunas proteínas. En 

un estudio masivo de glucosilación de proteínas mitocondriales en rata, se encontró a la ACO2 

glucosilada[56]. Posteriormente se encontró que en células HeLa, la ACO2 presenta glucosilación 

disminuida tras el silenciamiento de la expresión de la O-GlcNAc transferasa mitocondrial (mOGT), 

por lo que esta es la enzima candidata a modificar de esta forma a la ACO2[57]. 

La sialilación, es un tipo de glucosilación, donde el azúcar adicionado de forma covalente a la 

proteína es el ácido siálico[58]. Esta modificación es catalizada por enzimas con actividad 

sialiltransferasas, glucoproteínas con dominios transmembrana, normalmente asociadas al 

complejo de Golgi, que utilizan como reactivo el CMP-ácido siálico. El ácido siálico es un 

monosacárido con nueve carbonos y carga negativa, que se adiciona en un residuo de asparagina 

(N-glucosilación) o en serina o treonina (O-glucosilación). Ha sido reportado que la actividad de la 

ACO2 decrece hasta un 20%, ante un aumento en la sialilación de la Asp612, durante el proceso de 

capacitación en células espermáticas de ratón. En dicho reporte, se postuló además a la sialilación 
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de la ACO2 como la responsable del switch metabólico de las células de un metabolismo oxidativo 

a uno más glucolítico durante este proceso de capacitación[59]. 

 

2.3.5. Consideraciones finales sobre las modificaciones postraduccionales de la ACO2 

Dado que 1) el H2O2 puede modular las cascadas de fosforilación y 2) que factores que aumentan la 

concentración intramitocondrial de fumarato (aumento de la relación NADH/NAD, aumento del 

potencial de membrana y de la relación ATP/ADP) producen también un aumento en la formación 

de ROS mitocondriales; es probable que la fosforilación, la succinación y la acetilación de la ACO2 

también estén relacionadas con la modulación redox mitocondrial[60]. La modificación de los 

residuos de la ACO2 puede producir cambios que pueden potencialmente impactar en la función de 

la ACO2 humana y, además, pueden funcionar como señalización metabólica o funcionar 

simplemente como biomarcadores de cambios generales. 
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2.4. Rol de la ACO2 en patologías mitocondriales 

En los últimos años, varias enzimopatías del ciclo de Krebs han sido reportadas como causantes de 

encefalopatías en humanos. Entre ellas se incluyen las deficiencias de la fumarasa, la succinato 

deshidrogenasa, la α-cetoglutarato deshidrogenasa, la succinil-CoA sintetasa y la ACO2. Las 

características clínicas producidas por este tipo de enzimopatías suelen incluir convulsiones, 

debilidad muscular y defectos del crecimiento y del desarrollo[61].  

Las variantes patogénicas (mutantes) de la ACO2 humana fueron identificadas inicialmente en el 

síndrome de degeneración cerebelosa-retiniana infantil, una condición neurodegenerativa severa 

de inicio temprano con convulsiones y retraso psicomotor profundo asociado con degeneración 

progresiva del cerebro, cerebelo y nervio óptico[62]. Posteriormente, fueron halladas otras 

presentaciones clínicas relacionadas con variantes de la ACO2 en individuos con condiciones 

neuromusculares y síndromes de paraplejia espástica hereditaria[63,64]. La mayoría de estos 

pacientes presentaban atrofia óptica, lo que destaca la sensibilidad del nervio óptico a la disfunción 

de la ACO2. Esto fue confirmado con la identificación de mutaciones en la ACO2 de individuos 

independientes que desarrollaron atrofia óptica[63,65–67].  

Estudios indican que aproximadamente 5 de cada 100 casos de neuropatías ópticas hereditarias sin 

diagnóstico molecular corresponden a la presencia de variantes en el gen de la ACO2, destacando 

la necesidad de considerar esta enzima a la hora de mejorar los métodos de diagnóstico en esta 

patología[68]. La mayoría de las mutantes patogénicas identificadas, conllevan una pérdida 

significativa de la actividad aconitasa y de la respiración celular dependiente de piruvato/citrato, 

con además, la depleción del ADN mitocondrial[32,68]. Adicionalmente, se ha observado que las 

variantes presentan modificaciones en la estructura, dinámica molecular o interacción con sus 

sustratos[68].  

Se ha propuesto que la medida de la actividad de la ACO2 puede ser utilizada como biomarcador 

pronóstico de esclerosis lateral amiotrófica (ELA). La necesidad de biomarcadores pronósticos en 

ELA surge debido a la gran heterogeneidad en los periodos de sobrevida de los pacientes. Estudios 

han demostrado que el daño mitocondrial por radicales libres juega un papel crucial en la 

neurodegeneración en ELA, por lo que la evaluación de la actividad ACO2, por su sensibilidad a estas 

especies, puede reflejar el nivel de disfunción mitocondrial[69].  

Una implicación adicional de la ACO2 en una patología, que encontramos particularmente intrigante 

y que, de hecho, sirvió como catalizador para una parte significativa de este proyecto, fue su relación 
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con la ataxia de Friedreich (FRDA). Este trastorno neurodegenerativo hereditario se caracteriza 

clásicamente por una ataxia (afectación del control y la coordinación muscular) progresiva de la 

marcha y un deterioro en capacidad de mantener correctamente la postura corporal, así como otros 

síntomas y signos neurológicos[70]. El gen causante de este trastorno corresponde al que codifica 

para la FXN. En el 98% de los casos, los portadores de ataxia de Friedreich presentan una expansión 

repetida de trinucleótidos (GAA) en el primer intrón del gen, lo que conduce a su silenciamiento y a 

una reducción de la transcripción del gen FXN entre un 70% y un 95%. Los individuos sanos tienen 

hasta 43 repeticiones GAA, mientras que los pacientes con FRDA tienen de 44 a 1700[71]. La FXN es 

una proteína de 14.3 kDa a la cual varios trabajos asignan el rol de funcionar como un activador 

cinético de la L-cisteína desulfurasa (NFS1), la cual forma parte del supercomplejo de síntesis de 

centros Fe-S [2Fe-2S] en la matriz mitocondrial[72–74]. En la literatura también se ha reportado que 

la FXN puede unir átomos de hierro, ya que posee varios motivos de unión a hierro particularmente 

en su región “acidic ridge” rica en glutamato y aspartato. Estudios de perturbación por NMR con 

15N-FXN, han identificado los residuos participantes de la interacción con el hierro[75,76]. La FXN 

humana en particular, también mediante estudios de NMR, ha mostrado la capacidad de unir tanto 

Fe2+ como Fe3+[77]. La disminución en los niveles de FXN lleva a la caída en los niveles de proteínas 

que contienen centros Fe-S, siendo impactada fuertemente la ACO2, aunque esto es dependiente 

del tejido observado[78,79]. El fenotipo de las células con niveles disminuidos de FXN implica una 

viabilidad celular disminuida, el aumento de la producción de ROS y la liberación de citoquinas 

involucradas en la neuroinflamación[80]. Destacablemente, en líneas celulares derivadas de 

pacientes con FRDA, la sobreexpresión de FXN logra revertir el fenotipo celular, incluyendo el 

aumento en la actividad de la ACO2[80].  

El vínculo entre la ACO2 y las afectaciones neurológicas previamente mencionadas puede 

respaldarse en antecedentes de nuestro grupo, donde se demostró que, en cerebro de rata, la ACO2 

es un punto clave en la regulación del control metabólico, regulando el ciclo de Krebs y la 

fosforilación oxidativa[60]. Bajos niveles de inhibición de la ACO2 en estos tejidos pueden impactar 

fuertemente en la energética de este órgano, llevando a las alteraciones indicadas. 

El involucramiento de la ACO2 en el cáncer también ha sido estudiado en la literatura. Las células 

malignas priorizan la producción de energía vía glucólisis en lugar del ciclo de Krebs, por lo que los 

metabolitos intermediarios son utilizados en reacciones anabólicas[81]. En el carcinoma de células 

renales se observó una reducción de los niveles de expresión de la ACO2 tanto en células primarias 

como metastásicas en comparación con los tejidos sanos. Sin embargo, en estas últimas, se ha 
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identificado una correlación positiva entre la expresión de la ACO2 y una peor sobrevida de los 

pacientes[82]. Este hallazgo sugiere un posible papel de la ACO2 como indicador pronóstico en el 

carcinoma de células renales. También, se ha descubierto este rol pronóstico de la ACO2 también 

en el cáncer gástrico[83], y se ha reportado que la ACO2 se encuentra diferencialmente expresada 

en tumores respecto a tejidos sanos en cáncer de próstata[55], cáncer de mama[84] y cáncer 

colorrectal[85]. A su vez, alteraciones en el gen de la ACO2, como mutaciones, duplicaciones o 

inserciones, se han detectado en varios tipos de cáncer[86].  

Esto implica que los niveles de expresión y/o la actividad de la ACO2 proporcionan información 

valiosa para el diseño de estrategias terapéuticas, pudiendo resultar en un marcador diagnóstico, 

predictivo o de respuesta a inmunoterapia en algunos casos[86]. 

Particularmente, las células prostáticas tienden a acumular citrato (sustrato de la ACO2), ya que este 

compuesto es un producto final en estas células y se secreta para formar parte del semen. Esta 

acumulación en los niveles de sustrato de la ACO2 no se debe a cambios en los niveles de la enzima, 

sino a la inhibición de la misma por el Zn2+, el cual también se acumula en estas células[87,88]. En 

el caso de las células cancerosas de próstata, los niveles de Zn2+ disminuyen, lo que provoca una 

pérdida de la inhibición de la ACO2, reactivando el ciclo de Krebs. Como consecuencia, las células 

cambian su metabolismo, adoptando uno que depende de la oxidación del citrato[89]. 
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2.5. Fundamentación del proyecto de tesis 

Este proyecto de tesis aborda aspectos novedosos de los mecanismos de interacciones de especies 

oxidantes con una proteína mitocondrial que puede mediar la disfunción mitocondrial y muerte 

celular por especies nitro-oxidativas, pero que actúa también como sensor/reóstato redox 

redireccionando el metabolismo.  

Si bien la ACO2 no ha sido considerada históricamente como una de las enzimas reguladoras del 

ciclo de Krebs, bajo determinadas condiciones metabólicas y tipos de tejidos, la modulación de la 

actividad de la ACO2 desempeña un papel crucial en la regulación del metabolismo celular, 

particularmente en el redireccionamiento de carbono. Aunque se han realizado estudios in vivo, la 

mayoría de estos han sido llevados a cabo en modelos animales o celulares, se necesita más 

investigación para comprender completamente el papel de la ACO2 en la regulación de las funciones 

celulares y tisulares. 

Por ejemplo, la inhibición de la ACO2 conlleva la acumulación de citrato en la mitocondria, lo que 

promueve su exportación al citosol donde es utilizado como sustrato para la síntesis lipídica[90] o 

su excreción para formar parte del líquido seminal por parte de las células productoras de citrato 

del epitelio prostático normal[88]. 

Hasta el planteo de esta tesis, la ACO2 humana no se había obtenido en forma pura ni se había 

expresado de forma recombinante, siendo la mayoría de los trabajos encontrados en la literatura 

sobre homólogos de mamíferos, levaduras o bacterias.   
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo general 

Realizar la caracterización bioquímica, funcional y estructural de la aconitasa mitocondrial humana 

(ACO2) y estudiar su relevancia como moduladora del metabolismo mitocondrial. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1. Realizar la caracterización bioquímica, estructural y dinámica de la ACO2 

2. Evaluar el impacto de modificaciones postraduccionales en la estructura y función de la ACO2 

3. Estudiar la interacción entre la ACO2 y la frataxina humana (FXN) 

4. Evaluar el rol metabólico de la ACO2 en modelos celulares:  

a. Un modelo de senescencia celular inducida por el oncogén RAS  

b. El proceso de capacitación que transcurren las células espermáticas 
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4. Materiales y métodos 

4.1. Reactivos 

Todos los reactivos químicos utilizados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (USA) a menos que 

se especifique. El peroxinitrito fue sintetizado en nuestro laboratorio en un reactor de flujo detenido 

a partir de NaNO2 y H2O2 según se describe en[91]. Su concentración fue determinada por 

espectrofotometría a 302 nm en NaOH 5 mM fresco (ε = 1670 M-1cm-1). El gas argón y nitrógeno 

fueron adquiridos de AGA (Montevideo, Uruguay). Las soluciones fueron preparadas con agua 

destilada y desionizada (Barnstead Smart2Pure).  

 

4.2. Sistema de expresión para la ACO2 humana 

La preparación, obtención de las cepas de almacenamiento con la construcción y la puesta a punto 

del sistema de expresión de la ACO2 se encuentran desarrollados en las secciones 5.1.1 y 5.1.2 de 

Resultados y discusión.  

 

4.3. Purificación de ADN plasmídico (miniprep) y transformación de células competentes 

Para la preparación de las bacterias de expresión a partir de la cepa de almacenamiento, tanto para 

la ACO2 como para la SIRT3 se siguió el siguiente protocolo: 

Partiendo de 2-3 mL de cultivo crecido durante 16 h, se centrifugaron las células a 14000 rpm por 1 

minuto y se removió el sobrenadante por aspiración con pipeta. Las bacterias sedimentadas se 

resuspendieron, por agitación en vórtex, en 100 µL de una solución Tris-HCl pH 8, conteniendo 

glucosa 50 mM y EDTA 10 mM (solución 1). A esto se le agregaron 200 µL de una solución preparada 

en el momento que contenía NaOH 0.2 N y SDS 1%. Se mezcló el tubo por inversión (15 veces) y se 

dejó reposar 5 minutos. Se adicionó 150 µL de una solución compuesta de 60 mL de acetato de 

potasio 5 M, 11.5 mL de ácido acético glacial y 28.5 mL de H2O. Se mezcló por inversión y se dejó 

reposar 5 minutos. El tubo se centrifugó a 12,000 rpm durante 5 minutos y 400 µL de sobrenadante 

se transfirieron a un nuevo tubo de 1.5 mL donde se agregó 1 µL de ARNasa, dejándose 60 minutos 

a 37 °C. Se agregaron 800 µL de etanol 100% frío, se mezcló por inversión y se volvió a centrifugar a 

12000 rpm 5 min, removiendo el sobrenadante con pipeta. El precipitado fue lavado con etanol 75% 

frío y centrifugado, se retiró el sobrenadante con pipeta y se secó 20 min en estufa a 37 °C. 
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Finalmente, se resuspendió el ADN plasmídico en 20-50 µL de H2O y se incubó 30 minutos a 

temperatura ambiente antes de ser utilizado para transformación de células competentes. 

La transformación de bacterias E. coli BL21(DE3) fue realizada por protocolo de shock térmico. Para 

esto se descongelaron 50 µL de células y se mantuvieron a 4 °C por 10 minutos. Se agregaron 2 µL 

de ADN plasmídico y se realizaron 3 incubaciones: la primera, 20 minutos a 4 °C; la segunda,  

1.5 minutos a 42 °C, y la tercera, 2 minutos a 4 °C. Se agregaron 500 µL de LB y se realizó una última 

incubación a 37 °C por 50 minutos bajo agitación. Finalmente se sembraron 50 µL en una placa de 

LB-agar con el antibiótico apropiado (30 µg/mL de kanamicina para bacterias transformadas con el 

plásmido de la ACO2 humana o 100 µg/mL de ampicilina para bacterias transformadas con el 

plásmido de la SIRT3).  

 

4.4. Anticuerpos 

Los anticuerpos de conejo anti-ACO2 (ab71440), anti-IgG de conejo (IRDye 800 CW) y anti-SIRT3 

(#5490), fueron obtenidos de Abcam (Cambridge, UK), Li-Cor (Lincoln, Nebraska, USA) y Cell 

Signaling (Danvers, Massachussets, USA), respectivamente. 

El suero anti-FXN de conejo fue producido en el laboratorio del Dr. Javier Santos, tal como fue 

descrito en[92].  

 

4.5. Western blot 

Las proteínas fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida de entre 8 y 12% y 

posteriormente transferidas a membranas de nitrocelulosa (tamaño de poro 0.45 mm, Hybond-C 

extra; Amersham), mediante transferencia semiseca por 2 horas en buffer de transferencia con SDS. 

Las membranas fueron bloqueadas con una solución de TBS, leche 3%, Tween 0.3% (solución de 

bloqueo). Posteriormente se incubaron con los anticuerpos correspondientes (en TBS, BSA 5%, 

Tween 0.1%). Las membranas se lavaron 4 veces con TBS, Tween 0.1% (solución de lavado), y 

posteriormente se incubaron con anticuerpos secundarios (IRDye, dilución 1 en 15.000 en buffer de 

lavado) durante una hora con agitación. El exceso de anticuerpo fue removido con 4 lavados con 

buffer de lavado. Las membranas fueron reveladas mediante la detección de sondas infrarrojas, 

usando un equipo Odissey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) y analizadas con el 

programa Image Studio Lite (LI-COR Biosciences). 
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4.6. Espectrofotometría 

Las medidas de actividad y los espectros de absorbancia fueron realizados en un espectrofotómetro 

Shimadzu UV-Vis, modelo UV-2450, con peltier con temperatura controlada. 

 

4.7. Constantes de reacción con oxidantes 

Se utilizaron diferentes estrategias para determinar las constantes a 25 ᵒC con cada oxidante. La 

concentración de ACO2 utilizada se encontró siempre en el rango entre 0.4 y 2 µM. En todos los 

casos, la estrategia de medida consistió en evaluar la actividad de la ACO2 midiendo su velocidad 

enzimática a partir del consumo de cis-aconitato tras la incubación con oxidantes. Para esto, la ACO2 

purificada e inactiva fue incubada con Fe2+ y DTT en condiciones anaeróbicas (activación) y 

posteriormente se le realizó una cromatografía de exclusión molecular en una cámara hipóxica para 

remover los excesos de Fe2+ y DTT que pudieran interferir con la reacción. 

Para determinar la constante de reacción con el ONOO¯, la ACO2 activa se diluyó en buffer Tris 100 

mM, pH 7.6, previamente desgaseado y se alicuotó. Posteriormente a dichas alícuotas se les agregó 

ONOO¯ mediante adición en bolo y fueron agitadas. Los efectos de contaminantes de la síntesis de 

ONOO¯ (como el H2O2), o productos estables de la descomposición del ONOO¯, fueron descartados 

mediante un ensayo de adición reversa, donde el ONOO¯ fue primero incubado en el buffer para 

permitir su descomposición antes de agregar la ACO2. La constante de reacción fue obtenida al 

comparar los resultados experimentales contra curvas simuladas. La simulaciones fueron posibles 

gracias a que las constantes para la descomposición del ONOO¯ y otras reacciones que lo involucran 

ya se encuentran reportadas en la bibliografía[27].  

Para la constante de reacción con el CO3
•¯, la ACO2 fue tratada como con el ONOO¯ pero en 

presencia de HCO3¯ 25 mM. Bajo estas condiciones, a pH 7.4, la concentración de CO2 calculada es 

de 1.5 mM, similar a su concentración fisiológica mitocondrial. Para determinar la constante de 

reacción se siguió el mismo procedimiento que con el ONOO¯. 

Por su parte, para la constante de reacción con el H2O2, la ACO2 fue expuesta a diferentes 

concentraciones de H2O2 en viales anaeróbicos y se siguió la pérdida de actividad enzimática. El H2O2 

fue diluido a partir de un stock inmediatamente antes de su uso y la concentración de la dilución 

fue determinada por absorbancia a 240 nm (ε = 43.6 M-1cm-1[93]).  
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Por último, para determinar la constante de reacción con O2
•¯, se utilizó un ensayo de competencia 

con la cobre/zinc superóxido dismutasa (SOD) utilizando el procedimiento propuesto en[22]. 

Brevemente, la ACO2 fue expuesta a un flujo de O2
•¯, producido por xantina oxidasa (XO; 0.65 mU), 

en presencia de xantina (150 µM). La competición de la ACO2 y la SOD por el O2
•¯ fue evaluada en 

presencia de catalasa (0.5 µM). Bajo estas condiciones la siguiente ecuación es válida:  

𝐹[𝐴]

(1 − 𝐹𝑖)𝑘𝑠
=

1

𝑘𝑑
[𝐶] 

Donde A es la concentración de ACO2, C es la concentración de SOD, F es la proporción de ACO2 

inhibida a una cierta concentración de competidor (S), y 𝑘𝑠 y 𝑘𝑑 son las constantes de reacción del 

O2
•¯ con el competidor (2 x 109 M-1s-1[94]) y la ACO2 respectivamente.  

 

4.8. Frataxina y variantes 

La FXN humana (residuos 90-210) y su variante marcada con Texas red (H177C), fueron provistas 

por el Dr. Javier Santos del Instituto de Biociencias, Biotecnología y Biología traslacional de la 

Facultad de Ciencias Exactas, Universidad de Buenos Aires, Argentina, en el marco de una 

colaboración internacional que involucró la realización de dos pasantías de corta duración en su 

laboratorio (2020 y 2021). La producción de esta proteína se encuentra reportada en[95]. 

 

4.9. Espectroscopía de fluorescencia 

Las medidas de fluorescencia fueron realizadas con el espectrómetro de fluorescencia FP-8500 

(Jasco Inc.), con peltier termorregulado para cubetas. Para la fluorescencia intrínseca, la longitud de 

onda de excitación se fijó en 295 nm. Para la sonda 1-anilino-8-naftalensulfonato (ANS), se excitó a 

380 nm. Se utilizaron anchos de banda de excitación y emisión de 2.5 nm y una velocidad de escaneo 

de 100 nm/min.  

Las medidas de anisotropía de fluorescencia fueron realizadas en un espectrómetro FP-8300 con 

polarizador automático (Jasco Inc.). Los anchos de banda fueron ajustados a 10 nm para maximizar 

la intensidad de señal. La concentración de FXN marcada con sonda Texas Red, fue ajustada a 5 µM. 

La excitación fue realizada a 590 nm y los experimentos fueron realizados a  

15 ᵒC. La anisotropía de fluorescencia (r) fue calculada utilizando la siguiente ecuación: 

𝑟 =
𝐼𝑣ℎ − 𝐺𝐼𝑣ℎ
𝐼𝑣𝑣 − 2𝐺𝐼𝑣ℎ
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donde 𝐼𝑣𝑣 es la intensidad de la luz detectada con polarizadores de excitación y emisión montados 

verticalmente, 𝐼𝑣ℎ es la intensidad de la luz detectada con el polarizador de excitación instalado 

verticalmente y el polarizador de emisión montado horizontalmente. El factor G en la ecuación (2) 

para cada muestra se determinó midiendo la intensidad de las luz detectada, 𝐼ℎ𝑣 e 𝐼ℎℎ, con el 

polarizador de emisión instalado horizontal y verticalmente, respectivamente, bajo el polarizador 

de excitación montado horizontalmente y calculando 𝐺 = 𝐼ℎ𝑣/𝐼ℎℎ[96]. Bajo la suposición de que 

hay un único sitio de unión para la interacción entre la FXN y la ACO2, las curvas de titulación de 

anisotropía con ACO2 se ajustaron utilizando la siguiente ecuación: 

𝑟𝑜𝑏𝑠 = 𝑟0 +
Δ𝑟𝑃𝐿[𝐴𝐶𝑂2]𝑇
𝐾𝑑 + [𝐴𝐶𝑂2]𝑇

 

donde 𝑟𝑜𝑏𝑠 corresponde al valor observado de anisotropía, 𝑟0 es el valor inicial de anisotropía de la 

FXN libre marcada con Texas Red, [𝐴𝐶𝑂2]𝑇 es la concentración total de ACO2, 𝐾𝑑 corresponde a la 

constante de disociación para el evento de unión y Δ𝑟𝑃𝐿 corresponde a (𝑟𝑃𝐿 − 𝑟𝑃)([𝐹𝑋𝑁]𝑇), siendo 

𝑟𝑃𝐿 y 𝑟𝑃 los valores de anisotropía del complejo y de la ACO2, y [𝐹𝑋𝑁]𝑇  la concentración total de 

FXN marcada con Texas Red[97]. Antes de su uso, todas las soluciones se centrifugaron durante  

20 minutos a 15000g para sedimentar las partículas que dispersan la luz. 

 

4.10. Espectroscopía de dicroísmo circular 

Los espectros de dicroísmo circular (CD) se obtuvieron utilizando un espectrómetro de CD Chirascan 

V100 (Applied Photophysics). Se utilizó una cubeta de 10 mm de longitud de trayectoria para las 

mediciones. La configuración del software incluyó un tiempo por punto de 0.2 s, un tamaño de paso 

y un ancho de banda de 1 nm. Todos los espectros mostrados son la acumulación de al menos 3 

repeticiones. 

 

4.11. Métodos de modelado molecular 

4.11.1. Generación de parámetros y estructuras iniciales 

El modelo computacional para la ACO2 humana se generó por homología tomando como punto de 

partida la estructura de la ACO2 porcina depositada en PDB (Protein Data Bank) con el PDB ID 6ACN, 

realizando las 24 mutaciones puntuales correspondientes mediante el plugin FoldX[98] del 

programa YASARA View[99]. Este enfoque selecciona el rotámero óptimo para cada aminoácido 
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mutado a partir de una base de datos que contiene el programa. Posteriormente se realizó una 

minimización estructural para obtener el modelo final.  

Al modelo de la ACO2 obtenido, se le adicionaron los seis aminoácidos remanentes del corte de la 

cola de histidina (5’-GSHMAS-3’) para tener un modelo lo más cercano posible al utilizado 

experimentalmente. El sistema fue colocado en una caja octaédrica truncada de dimensiones  

106 x 106 x 106 Å, con aguas TIP3P[100]. Se agregaron iones (NaCl) para neutralizar y tener una 

concentración de 150 mM siguiendo el protocolo reportado en[101]. Los parámetros para los 

residuos nativos corresponden al campo de fuerza parm99 de AMBER. 

Los parámetros para los centros Fe-S ([3Fe-4S]+ y [4Fe-4S]2+) fueron desarrollados tomando como 

base el trabajo de Carvalho, A., et al.[102]. Generalmente, la obtención y generalización de 

parámetros para centros de este tipo presenta cierta dificultad debido a la complejidad de los 

sistemas debido a factores como: 

1. La polarización de spin: la distribución desigual de electrones con espines opuestos. En los 

centros Fe-S, los electrones pueden tener espines que no están apareados, lo cual afecta las 

propiedades magnéticas y electrónicas del complejo. 

2. Covalencia del enlace Fe-S: el grado en que los electrones son compartidos entre el hierro y 

el azufre en los enlaces. En los centros Fe-S, la naturaleza covalente de los enlaces puede 

influir en la estabilidad y reactividad del complejo. 

3. Contaminación de spin: refiere a la presencia de contribuciones no deseadas de estados de 

spin de mayor multiplicidad en las funciones de onda calculadas, lo que lleva a una 

sobreestimación de la energía del sistema y a resultados menos precisos. 

4. Acoplamiento de spin: el acoplamiento de spin es la interacción entre los espines de los 

electrones en un sistema. En los centros Fe-S, los espines de los electrones en diferentes 

átomos de hierro pueden acoplarse de diversas maneras, afectando las propiedades 

magnéticas y electrónicas del complejo. 

5. Deslocalización de la valencia: la extensión de los electrones de valencia sobre varios 

átomos en lugar de estar localizados en un solo enlace o átomo. En los centros Fe-S, los 

electrones pueden estar deslocalizados sobre el centro, lo cual puede influir en la 

conductividad y otras propiedades electrónicas del complejo; resultando en un desafío a la 

hora de asignar cargas atómicas. 
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En el trabajo de Carvalho[102], se presentan parámetros compatibles con el campo de fuerza 

AMBER que fueron desarrollados utilizando cálculos de DFT (density functional theory) para 

distintos tipos de centros Fe-S, incluido uno cúbico, similar al de la ACO2 activa, pero ligado 

mediante enlaces Fe-S con todos sus cuatro hierros unidos a azufres metilados, por lo que presenta 

una simetría que no se condice con el átomo de Feα, que en la ACO2 no une cisteínas y se encuentra 

expuesto al solvente. Se tomaron de allí los parámetros presentados para distancia y ángulos 

(constantes y valores de equilibrio) y las cargas de los átomos involucrados. Para considerar la 

asimetría del centro de la ACO2 activa, se deslocalizó parcialmente la carga positiva sobre el Feα. 

Asimismo, para el centro inactivo [3Fe-4S]+ se tomaron los valores tal como aparecen en el trabajo 

referenciado, ya que es de similares características.  

Por su parte, los parámetros para los sustratos, fueron desarrollados mediante un procedimiento 

RESP estándar[103,104]. Brevemente, los sustratos fueron optimizados bajo solvente implícito en 

el nivel de teoría B3LYP/6-31G* y las cargas parciales fueron computadas utilizando el potencial 

electrostático restringida a un nivel de teoría HF/6-31G*. Las distancias y ángulos de equilibrio, así 

como las constantes de fuerza, fueron computadas utilizando los mismos métodos que para las 

cargas. Todos los cálculos de estructura electrónica fueron realizados utilizando Gaussian09[105]. 

4.11.2. Simulaciones de dinámica molecular 

Las simulaciones de dinámica molecular (DM) se realizaron utilizando un cut-off de 9 Å y el método 

de suma de malla de partículas Ewald (PME) para tratar las interacciones electrostáticas. Las 

longitudes de los enlaces de hidrógeno se mantuvieron en sus distancias de equilibrio utilizando el 

algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presión se mantuvieron constantes con un 

termostato de Langevin y un baróstato, respectivamente, como se implementa en el programa 

AMBER18[106]. El sistema se minimizó, se calentó de 0 a 300 K (20 ps) y se equilibró (0.2 ns). 

Después de estos pasos, se realizaron de 3 a 6 réplicas de una simulación de DM de 1 μs de duración 

a temperatura constante (300 K) y presión (1 bar). El análisis se realizó incluyendo todos los datos 

de las diferentes réplicas. 

Para estimar el pKa de la histidina catalítica de la ACO2 (His128), aplicamos un enfoque de dinámica 

molecular a pH constante[107]. Las curvas de titulación de pH se obtuvieron aplicando el siguiente 

protocolo[108]: se realizaron simulaciones de 10 ns de duración a pH constante desde pH 4 hasta 

14, con un paso de 0.2 unidades de pH (500 ns en total). Entre pH 8 y 9, los pasos se redujeron a  

0.1 unidades de pH y 5 ns para muestrear mejor el punto de inflexión. Durante la simulación, en 
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cada fotograma (paso de tiempo = 2 ps), el estado de protonación del residuo se seleccionó 

mediante muestreo de Monte Carlo basado en las diferencias de energía calculadas entre los 

estados de protonación posibles. La fracción protonada en cada paso de pH se calculó dividiendo el 

número de fotogramas con el residuo protonado por el número total de fotogramas. 

El movimiento de apertura de la ACO2 se siguió midiendo el ángulo entre los centros de masa de 

dos grupos de residuos ubicados en láminas beta antiparalelas altamente rígidas: el grupo 1 ubicado 

en el dominio 3 (Arg378, Val379, Gly380, Thr467, Ile468, Val469, His487, Ala488, Phe489) y el grupo 

2 ubicado en el dominio 4 (Leu585, Ile586, K587, Val658, Val659, Ile660, Ala685, Ile686, Ile687), 

utilizando el centro Fe–S como vértice del ángulo. 

Los cálculos de energía libre de unión se realizaron a nivel de MM/GBSA[109] para las simulaciones 

con sustratos en el sitio activo. Los modelos iniciales se crearon utilizando la información de 

moléculas similares a sustratos en el sitio activo de la ACO2 porcina (ID del PDB: 6ACN). Inicialmente, 

se aplicaron una serie de restricciones armónicas diseñadas en base a datos experimentales[40] 

para mantener las posiciones de los sustratos. Después de minimizar y equilibrar, y permitir que el 

modo de unión del sustrato ajustara sus conformaciones, las constantes de fuerza de las 

restricciones armónicas se desactivaron gradualmente (de k = 50 a 0 kcal/mol), durante una 

simulación de DM de 500 ns de duración. 

Los análisis se realizaron utilizando el módulo cpptraj[110] de AMBER18 y el paquete bio3d en R 

(v2.4–3)[111]. Las visualizaciones estructurales fueron realizadas utilizando el programa  

VMD 1.9.4[112]. 

4.11.3. Interacción ACO2-FXN 

Para la predicción del complejo ACO2-FXN utilizando AF2-Multimer v3, se utilizó el Google Colab 

ColabFold v1.5.5: AlphaFold2 using MMseqs2[113], disponible en el enlace: 

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb. Las 

secuencias aminoacídicas fueron obtenidas y preparadas en formato FASTA. Como query se utilizó 

la secuencia de la ACO2 humana madura (UniProt ID: Q99798): N-QRAKV…KELQQ-C y la secuencia 

de la FXN 90-210 (UniProt ID: Q16595): N-LDETT… SGKDA-C, asumiendo la formación de un complejo 

con estequiometría 1:1. El alineamiento de múltiples secuencias (MSA) fue realizado con MMseqs2 

y HHSearch, accedidas en agosto de 2023. Las predicciones estructurales fueron evaluadas 

utilizando las puntuaciones de confianza pLDDT y PAE. Los parámetros adicionales utilizados fueron 

num_recycles = 3, max_msa = auto, num_seeds = 1. La región ácida de la FXN, región rica en Glu y 

https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
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Asp (secuencia original “90-LDETTYERLAEETLDSL-117”), fue mutada a “90-LAATTYARLAAATLASL-

117”, para evaluar la importancia de esta región en la formación del complejo. 

Posteriormente, los experimentos de docking entre la ACO2 y la FXN fueron realizados con 

HADDOCK 2.4[114,115], en el webserver accesible en https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/. 

Como punto de partida, se utilizaron estructuras provenientes de las simulaciones de DM para la 

ACO2 activa e inactiva y la estructura de la FXN humana (PDB ID: 1EKG). Los residuos participantes 

en la interacción proteína-proteína (residuos activos) fueron seleccionados a partir de los complejos 

predichos por AF2-Multimer, e incluyeron a los residuos 90 a 117 de la FXN (región ácida), y los 

residuos de la ACO2 ubicados en la cavidad formada entre los dominios 1 a 3 y el dominio 4 (residuos 

193, 194, 228, 248-258, 285-292, 349-359, 364, 367, 371, 373, 451, 452, 470, 472-480, 482-490, 

586-600, 616-631, 659-671, 674, 678, 686-696, 699, 708, 709, 712, 715). Los complejos generados 

fueron evaluados en base a el puntaje HADDOCK (HADDOCK score), y el puntaje Z (el número de 

desvíos estándar que el puntaje HADDOCK de un determinado cluster de estructuras se encuentra 

separado del promedio de todos los clusters). Los mejores 5 clusters fueron inspeccionados 

visualmente, y se seleccionaron estructuras representativas del mejor cluster para ser expuestas en 

las figuras. 

 

4.12. Digestión proteica y análisis por espectroscopía de masa 

La ACO2 (20 µg), fue secada utilizando un desecador Speedvac y posteriormente disuelta en 20 µL 

de urea 8 M en Tris 50 mM, pH 8. Se redujo la muestra con 2 µL de DTT 450 mM e incubando por 

45 min a temperatura ambiente. Las cisteínas reducidas fueron alquiladas incubando la muestra con 

5 µL de iodoacetamida 500 mM durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Se diluyeron 

las muestras con 150 µL de NH4HCO3 50 mM pH 8, llevando la concentración de urea a 0.8-0.9 M. 

La digestión se llevó a cabo agregando una relación 1:50 (tripsina:ACO2) e incubando toda la noche 

a 37 °C. La reacción de digestión fue terminada con 4 µL de ácido trifluoroacético (TFA) 10%. Los 

péptidos fueron entonces purificados utilizando tips con filtros C18 (Stage-Tips), y las muestras se 

analizaron en la Plataforma de Espectrometría de Masas del CEINBIO, Facultad de Medicina, 

Universidad de la República. 

 
 

https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/
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4.13. Expresión de la SIRT3 humana 

Obtuvimos el plásmido para realizar la expresión bacteriana de la SIRT3 humana de Addgene, 

depositado allí por el Dr. John Denu, de la Universidad de Wisconsin (Addgene plasmid 

#13736[137]). El plásmido fue recibido en bacterias E. coli DH5alpha en un tubo con agar. La bacteria 

fue repicada en medio LB con ampicilina (100 µg/mL) y fueron crecidas toda la noche. Allí se realizó 

una la extracción de ADN plasmídico siguiendo un procedimiento estándar (ver sección Materiales 

y métodos).  

La expresión y purificación de la SIRT3 fue realizada de forma análoga a la ACO2 ya que la SIRT3 

también posee cola de histidina para poder ser purificada por cromatografía de afinidad (IMAC). La 

comprobación de la expresión e identidad de la proteína se verificó por la aparición de una banda 

de 28 kDa (peso molecular de la SIRT3 madura) y por dot blot, utilizando un anticuerpo anti-SIRT3 

(Cell Signaling, #5490, dil. 1:1000). 

 

4.14. ELISA de interacción proteína-proteína 

Este ensayo fue realizado en base al protocolo descrito en[116]. Primeramente, la ACO2 5 µg/mL 

fue inmovilizada en una placa de 96 pocillos a 100 µL/pocillo en un buffer PIPES 10 mM pH 7.0 con 

KCl 100 mM, MgCl2 3 mM (buffer A). La placa se selló e incubó a 4 °C durante la noche y luego se 

lavó para remover la proteína no unida. La placa fue bloqueada agregando buffer A con Tween-20 

0.1% y BSA 0.1% (buffer B) durante 1 h a temperatura ambiente. La placa se lavó 3 veces con buffer 

A conteniendo Tween-20 0.1% (buffer T). Después de ese paso, se agregaron diluciones seriadas de 

FXN o BSA como control a los pocillos (100 µL/pocillo) y se incubaron durante 2 h a temperatura 

ambiente bajo aire, en presencia de DTT 10 mM y en presencia o ausencia de Fe2+ 200 µM. Después 

de la incubación se lavó la placa nuevamente con buffer T y la FXN fue detectada usando un suero 

de conejo anti-FXN y un anticuerpo anti-IgG de conejo unido a peroxidasa de rábano (HRP) 

(Amersham, NA934V, dil. 1/9000) a una dilución previamente optimizada (Figura 7). 
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Figura 7. Optimización de la concentración de anticuerpo anti-FXN para el ensayo de ELISA proteína-

proteína. La FXN (5 µg/mL) se inmovilizó en la placa de ELISA y posteriormente se bloqueó con BSA 1% en 

buffer T. Se agregaron diluciones seriadas del suero anti-FXN de conejo y finalmente se reveló con un 

anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a HRP. La dilución del suero 1/8000 fue la seleccionada para 

utilizar en el ensayo para estudiar la interacción entre la ACO2 y la FXN. 

 

Finalmente, el ensayo se reveló a 450 nm utilizando el sustrato cromogénico o-fenilendiamina 

dihidrocloruro (OPD) siguiendo las indicaciones del fabricante (P-3804, Sigma-Aldrich). La 

configuración del ELISA utilizado se presenta en la Figura 8.  

 
Figura 8. Esquema del ELISA de interacción proteína-proteína. 1: placa de ELISA bloqueada con BSA, 2: 
ACO2, 3: FXN, 4: suero de conejo anti-FXN, 5: anticuerpo anti IgG de conejo, 6: HRP. 
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4.15. Cultivos celulares 

Las células IMR-90 (ATCC® CCL-186), derivadas de fibroblastos pulmonares humanos, fueron 

obtenidas de ATCC (Manassas, Virginia, USA) y utilizadas luego de 10 pasajes en cultivo y a un nivel 

duplicación de población (PDL) de 25. Las células fueron subcultivadas semanalmente con una 

densidad de 0.5 x 106 células por placa de 10 cm. Las células fueron cultivadas en medio DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s médium, Invitrogen) suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino 

(FBS), penicilina 50 U/mL y estreptomicina 50 µg/mL. Las células se mantuvieron a 37 ᵒC, en una 

incubadora con CO2 (95% aire, 5% CO2). Las IMR fueron inoculadas con lentivirus portadores de  

H-RAS (G12V) y seleccionadas con puromicina. El oncogén RAS se expresó como proteína de fusión 

junto al dominio de unión a ligando del receptor de estrógenos, por lo que para la inducción de la 

expresión de H-RAS (G12V), se incubaron las células con 200 nM de 4-hidroxitamoxifeno durante 14 

días. El medio y el inductor fueron recambiados cada 2-3 días. Al plazo de los 14 días, fue posible 

observar la detención de la proliferación y tinción positiva en el ensayo de β-galactosidasa 

(marcador de senescencia).  

Este procedimiento fue realizado por la Dra. Inés Marmisolle (Departamento de Bioquímica, 

Facultad de Medicina). 

 

4.16. Evaluación de la actividad aconitasa en fibroblastos senescentes 

Las fracciones subcelulares se obtuvieron adaptando el protocolo propuesto en[117]. Se utilizaron 

dos placas de cultivo (140 mm) de fibroblastos IMR-90 por condición. Las células se lavaron con PBS 

frío, se levantaron y se resuspendieron en buffer de fraccionamiento (FB: sacarosa 0.25 M, Tris-HCl 

10 mM, EDTA 0.1 mM, citrato de sodio 2 mM y succinato de sodio 1 mM), y se homogeneizaron 

utilizando un Potter-Elvehjem. El homogeneizado se centrifugó a 1500g por 10 minutos para 

sedimentar los núcleos y células no lisadas. Posteriormente, el sobrenadante se centrifugó a 13000g 

por 10 minutos para obtener las fracciones enriquecidas en citosol y mitocondria. El precipitado que 

contiene la fracción enriquecida en mitocondrias fue resuspendido en 200 µL de FB conteniendo 1% 

de Tritón X-100. 

La actividad aconitasa se midió inmediatamente en ambas fracciones por ensayo directo a partir de 

la formación de cis-aconitato usando como sustrato isocitrato 8 mM. El ensayo se realizó tanto en 

presencia como en ausencia del inhibidor competitivo de la ACO2, fluorocitrato 35 mM. Esto se llevó 

a cabo con el fin de discernir si los cambios de absorbancia observados provenían exclusivamente 
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de la reacción de interés o si podían ser atribuidos a otras reacciones que pudieran estar ocurriendo 

simultáneamente[27].  

 

4.17. Evaluación de la actividad aconitasa y el control de flujo metabólico de células 

espermáticas 

Las muestras de semen humano fueron obtenidas frescas a partir de donantes de la clínica Fertilab 

y Reprovita (Montevideo, Uruguay). El procesamiento de las muestras y protocolo de capacitación 

se encuentran en la publicación realizada en enero de 2024[118]. Estos procedimientos fueron 

realizados por la Ing. Pilar Irigoyen y la Dra. Rossana Sapiro (Departamento de Histología y 

Embriología, Facultad de Medicina), quienes contaban con la aprobación del protocolo por parte 

del Comité de Ética de la Facultad de Medicina y los consentimientos informados de parte de los 

donantes. 

Para realizar la capacitación in vitro  de las céclulas espermáticas, las mismas fueron expuestas 

incubadas en el medio Biggers Whiten Whittingham (BWW) (NaCl 95 mM, KCl 4.6 mM, CaCl2 1.7 

mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, glucosa 5.6 mM, piruvato de sodio 0.27 mM, HEPES 20 mM, 

NaHCO3 25 mM, lactato de sodio 44 mM y BSA 0.3%, pH 7.4) durante 4 h a 37 °C[119]. 

Las suspensiones celulares obtenidas, tanto de células capacitadas (CAP) como no capacitadas (NC), 

fueron centrifugadas a 500g durante 10 min y se resuspendieron en buffer de lisis frío (Tris-HCl 10 

mM, sacarosa 0.25 M, citrato 2 mM, succinato 1 mm, pH 7.4). Posteriormente las células fueron 

lisadas por sonicación durante 30 segundos a 4 °C e incubadas en hielo por 20 minutos con 0.5% de 

Tritón X-100. Finalmente, las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 15000g y se midió la 

actividad aconitasa inmediatamente o tras ser almacenadas a -80 °C hasta un máximo de 10 días. 

No se observó una disminución en la actividad aconitasa bajo estas condiciones de almacenamiento. 

Los pares NC y CAP fueron ensayados siempre juntos. La concentración de proteína fue evaluada 

por el método de Bradford y western blot.  

La actividad aconitasa se midió utilizando el ensayo acoplado a la IDH, siguiendo la formación de 

NADPH a 340 nm (ε340 = 6.22 mM-1cm-1). La reacción se realizó en un volumen final de 1 mL en una 

mezcla de reacción conteniendo buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.8, NADP+ 0.2 mM, MgCl2 0.6 mM, IDH 

0.5 – 1 U y citrato de sodio 5 mM.  

Para evaluar el control de flujo metabólico que ejerce la ACO2 sobre la respiración, se midió el 

consumo de oxígeno de 24 x 106 células espermáticas mediante respirometría de alta resolución 
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(Oxygraph-2K; Oroboros Instruments GmbH, Innsbruck, Austria). Para esto, las células espermáticas 

fueron centrifugadas y resuspendidas tras su aislamiento en buffer de respiración mitocondrial 

(MRM: BSA 0.1%, KH2PO4 5 mM, EGTA 1 mM, MOPS 5 mM y sacarosa 300 mM, pH 7.4). La 

respiración basal fue medida durante 5 minutos y posteriormente se agregó digitonina 22.5 µM para 

permeabilizar las células. Luego, fueron añadidos de forma consecutiva dosis de fluorocitrato 

(inhibidor irreversible de la ACO2). Esta titulación consistió en tres agregados de 1.5 µL de 

fluorocitrato stock 10 mM (concentraciones finales: 7.5, 15 y 22.5 µM). El efecto de la inhibición de 

la ACO2 sobre la respiración se confirmó observando la recuperación de la respiración por agregado 

de isocitrato 5 mM. El isocitrato es el sustrato de la IDH, enzima que cataliza el siguiente paso de la 

reacción de la ACO2 en el ciclo de Krebs[60].  

 

4.18. Análisis estadístico y gráficos 

Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad Prism (v8.4.3). Los 

gráficos fueron realizados utilizando también GraphPad Prism, BioRender.com o Inkscape 

(inkscape.org). Los datos fueron analizados utilizando pruebas paramétricas en caso de que el 

análisis exploratorio cumpliera los criterios de aplicación de las mismas, o sus alternativas no 

paramétricas en caso contrario. En cada figura se encuentra especificado el método estadístico 

aplicado. Se consideraron estadísticamente significativos valores p menores a 0.05. En todos los 

casos, los resultados se representaron mediante la media ± error estándar de la media. En todos los 

experimentos, el n representa el número de repeticiones independientes realizadas del 

experimento (incubaciones, exposiciones, tratamientos, etc.). Todos los experimentos fueron 

realizados con un n ≥ 3. 
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5. Resultados y discusión 

5.1. Caracterización bioquímica, estructural y dinámica de la ACO2 humana 

5.1.1. Clonado y preparación del sistema de expresión 

Para poder cumplir con los objetivos propuestos en este trabajo, el primer paso consistió en obtener 

la ACO2 humana recombinante con un buen rendimiento de purificación y alto nivel de pureza. Por 

este motivo, la primera actividad desarrollada fue la puesta a punto de un sistema de expresión para 

la ACO2 humana recombinante. Esto fue realizado en el marco de una pasantía en la Unidad de 

Biología Molecular del Institut Pasteur de Montevideo, en colaboración con la Dra. María Laura 

Chiribao y el Dr. Carlos Robello. 

En primer lugar, diseñamos los primers para la amplificación de la ACO2 humana utilizando la 

herramienta web Primer3Plus[120], tomando como base la secuencia para la ACO2 humana madura 

obtenida de la base de datos GenBank (ID: CR536568.1) (Figura 9).  

El primer forward (5′-TAAGCAgctagcCAACGGGCCAAGGTGGCGAT-3’, sitio de restricción para Nhe en 

minúsculas) y el primer reverse (5′-TGCTTGaagcttTCACTGTTGCAGTTCCTTCA-3’, sitio de restricción 

para HindIII) fueron adquiridos de IDT (Coralville, Iowa, USA). El gen fue clonado desde cDNA de la 

línea celular THP1 (monocitos humanos) (Figura 10A) a un vector pGEM-T (Promega, US) utilizando 

kits comerciales (Thermo Fisher, Massachusetts, USA) y posteriormente fue amplificado en células 

E. coli TOP10 electrocompetentes. El plásmido que contenía a la ACO2 fue doblemente digerido con 

NheI y HindIII (Figura 10B) y el amplicón fue ligado al plásmido de expresión pET28(c)+ (cola de 

histidina en el extremo N-terminal y resistencia a kanamicina). Finalmente, se transformaron con 

este plásmido células E. coli BL21(DE3) electrocompetentes. 

El plásmido fue secuenciado en el Servicio de Secuenciación del Institut Pasteur de Montevideo, 

donde se verificó su integridad (secuencia coincidente con la esperada y correcto sitio de inserción).  

Para evaluar la eficacia del sistema de expresión generado se realizaron pruebas de expresión en 

pequeña escala (cultivos de las bacterias de 10 mL de medio Luria Bertani [LB]) induciendo con el 

agregado de 0.5 mM de isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) y se observó la aparición de una 

banda con el peso molecular esperado para la ACO2 (83 kDa) (Figura 10C). 
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Figura 9. Secuencia y estructura de la ACO2 humana recombinante. Gris: región que contiene la cola de 
histidina. Naranja: residuos adicionales agregados durante el clonado que se conservan en la ACO2 
recombinante madura luego del corte con trombina. La estructura se encuentra coloreada según los 
dominios de la ACO2, encontrándose el dominio “hinge-linker” o bisagra, representado en la parte trasera 
de la figura en rosado. En la secuencia se encuentran marcadas con rojo las cisteínas que unen el centro 
Fe-S. La localización del centro Fe-S se encuentra señalada con un círculo.  
 

 
 

Figura 10. Clonado y expresión de la ACO2 humana. A-B) Geles de agarosa al 1% revelados con bromuro 
de etidio. Se muestran: la banda obtenida para la ACO2 con los primers forward y reverse a partir del ADN 
copia de la línea celular THP1, y las bandas correspondientes al plásmido y el fragmento obtenido tras la 
doble restricción con NheI y HindIII. C) Gel de poliacrilamida al 8% revelado con azul de Coomassie. 2 
colonias independientes de bacterias BL21(DE3) transformadas, fueron inducidas con 0.5 mM de IPTG 
durante 4 h a 37 °C, y se observó la aparición de una banda (marcada con un asterisco) entre los 75 y los 
100 kDa, concordante con el peso de la ACO2 humana (83 kDa).  
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5.1.2. Expresión y purificación 

Habiendo obtenido buenos indicadores sobre el éxito del proceso de preparación del sistema de 

expresión, realizamos la expresión de proteína escalando la inducción a un mayor volumen.  

Las células E. coli BL21(DE3) (25 mL), conteniendo la construcción para la ACO2, fueron crecidas 

dentro de un agitador en medio LB durante 18 horas a 37°C y 220 rpm en tubos de 50 mL 

suplementados con kanamicina (30 µg/mL). Estos cultivos fueron utilizados como inóculo para 

matraces de 1 L con el mismo medio y concentración de antibiótico y posteriormente fueron 

crecidos en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm, de 0.5 a 1, 

momento en el cual se le agregó IPTG 0.5 mM para inducir la expresión de la ACO2. Las células 

fueron sedimentadas mediante centrifugación a 4500g durante 20 minutos a 4 °C y resuspendidas 

en PBS, conteniendo fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.1 mM y 0.1 mg/mL de DNAsa. La 

suspensión de bacterias se lisó por sonicación y la fracción soluble fue colectada tras centrifugar a 

15000g durante 20 min a 4 °C y posteriormente filtrada (filtro de 20 µm).  

Para optimizar el rendimiento de expresión de la ACO2, se realizó la misma bajo diferentes 

condiciones y se evaluaron las eficiencias mediante SDS-PAGE (Figura 11A). Entre las condiciones 

ensayadas, se probó la suplementación con sulfato amónico ferroso ((NH4)2Fe(SO4)2) como fuente 

de Fe2+ y sulfuro de sodio (Na2S·9H2O) como fuente de azufre, ya que algunos protocolos 

recomiendan esto para la expresión de proteínas Fe-S[121]. Se evaluaron muestras de bacterias 

luego del lisado (fracción total) o el sobrenadante de las muestras lisadas tras un ciclo de 

centrifugación de 10 min a 15000g (fracción soluble) para evaluar si la proteína se estaba 

expresando de forma soluble o en cuerpos de inclusión no solubles.  

En el gel, la banda correspondiente a la ACO2, presentó mayor densidad en la fracción total para 

todas las condiciones, sin embargo, en la fracción soluble se obtuvo igualmente un buen nivel de 

expresión. La expresión durante 4 horas a 37°C no mejoró notoriamente al suplementar con Fe2+  

1 mM y azufre 16.1 mM, ni en la fracción total ni en la soluble, aunque sí fue notoriamente mejor al 

realizar la expresión a 25°C durante 18 horas, no solo respecto al nivel de proteína total, sino 

también a la mayor proporción de proteína soluble respecto a la fracción total.  

Para la verificación de la identidad de la ACO2 se realizó un western blot utilizando un anticuerpo 

anti-ACO2 humana, el cual efectivamente marcó la banda localizada en el rango esperado para la 

ACO2 madura (Figura 11B).  
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Figura 11. Expresión, purificación e identificación de la ACO2 humana. A) SDS-PAGE reductor al 10% 
revelado con azul de Coomassie. Fueron corridos el lisado de bacterias completo (fracción total) y la 
fracción soluble del lisado. La banda de peso molecular correspondiente a la ACO2 se encuentra marcada 
con un asterisco. B) Western blot del carril 5 del panel A (25 °C, 18 h). C) SDS-PAGE realizado en las mismas 
condiciones ya mencionadas mostrando la muestra tras la purificación por IMAC. D) Actividad aconitasa 
ensayada en la ACO2 purificada. La actividad fue medida siguiendo la aparición o desaparición de  
cis-aconitato, a 25 °C, utilizando concentraciones saturantes de sustratos (citrato 10 mM, cis-aconitato 
200 µM e isocitrato 1 mM). La curva señalada como “inactiva”, muestra la actividad de la ACO2 cuando 
no se realiza la incubación con Fe2+ y DTT en anaerobiosis. 
 

Debido a que el sistema de expresión de la ACO2 se diseñó para que la misma tuviera una extensión 

aminoterminal de polihistidina, el proceso de purificación se realizó mediante cromatografía de 

afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Para esto se utilizó una columna His-Trap (GE Healthcare, 
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Illinois, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. La proteína fue eluida utilizando un 

gradiente de imidazol y posteriormente fue dializada contra un buffer Tris 50 mM, pH 8, con NaCl 

100 mM. En este paso los eluidos presentaron una coloración amarronada típica de las proteínas 

que contienen centros Fe-S (Figura 12). Posteriormente, identificamos esta coloración como un 

indicador precoz de la efectividad de la expresión. 

 
Figura 12. Eluidos de la purificación de la ACO2 humana tras la cromatografía IMAC.  

 

Como segundo paso de la purificación, se separaron contaminantes de bajo peso molecular 

mediante una cromatografía de exclusión molecular utilizando una columna PD-10 con resina 

Sephadex G-25. En la Figura 11C se presentan los resultados de la purificación.  

La pureza de la proteína final (>99%), fue evaluada mediante SDS-PAGE. Adicionalmente, mediante 

espectrometría de masas (Servicio de Espectrometría de Masas, CEINBIO), el peso determinado para 

la ACO2 humana recombinante fue de 83002 ± 6 Da, siendo su peso teórico 82996 Da (fueron 

considerados los residuos remanentes tras el corte de la cola de histidina). La ACO2 humana 

recombinante logró ser expresada con un rendimiento en el entorno de 20 mg/L de cultivo.  

Como último paso de la purificación, debido a que el agregado de Fe2+ es un paso necesario para 

poder medir la actividad de la ACO2, y ya que este podría llegar a unirse a la cola de histidina 

interfiriendo en los experimentos, se decidió cortar la misma. Para esto se incubó a la ACO2 con 

trombina en una relación 500:1 durante 1, 2 o 4 horas a 37 °C. Ya a la hora logró verse un cambio 

en la movilidad de la ACO2, en una magnitud correspondiente al tamaño de la cola de histidina  

(1.9 kDa) (Figura 13). 
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Figura 13. Corte con trombina de la cola de histidina de la ACO2. SDS-PAGE 10%, revelado con azul de 
Coomassie.  

 

Trabajos anteriores con otras ACO2 reportan la sensibilidad de la enzima ante la inactivación por el 

oxígeno atmosférico[54], por lo que la enzima purificada obtenida se encontraba inactiva. Para la 

reactivación de la misma, se la incubó con sulfato amónico ferroso 200 µM como fuente de Fe2+ y 

ditiotreitol (DTT) 10 mM como donador de electrones. Esta incubación se realizó en buffer Tris-HCl 

25 mM, pH 7.4, suplementado con NaCl 100 mM, bajo flujo de argón durante 1 hora en un vial 

anaerobio para evitar la inactivación por O2. Alícuotas de la [4Fe-4S]2+-ACO2 fueron extraídas del 

vial mediante jeringas Hamilton gas-tight (para prevenir el ingreso de aire al vial anaerobio) y 

agregadas a cubetas de espectrofotómetro con sustratos en el mismo buffer Tris-HCl pH 7.8. La 

actividad aconitasa se determinó siguiendo la aparición o desaparición de cis-aconitato a 240 nm  

(ε = 3.6 mM-1cm-1[55]) partiendo de citrato, isocitrato o cis-aconitato (Figura 11D). Como en 

reportes previos, cuando no fue realizada esta incubación, la muestra no presentó actividad.  

Para algunos experimentos en donde el exceso de Fe2+ y DTT pudieran llegar a interferir (ej. la 

determinación de las constantes de reacción de la ACO2 con oxidantes), los excedentes fueron 

removidos mediante una gel-filtración (Sephadex G-25) llevada a cabo en una cámara hipóxica (Coy 

instruments) bajo atmósfera de nitrógeno con niveles de O2 por debajo del 2%. 

 

5.1.3. Caracterización bioquímica 

Para realizar la caracterización de las propiedades bioquímicas de la ACO2 se comenzó con la 

determinación de sus características cinéticas. La alta sensibilidad del ensayo de actividad aconitasa, 

permitió medir actividad con concentraciones de ACO2 en el entorno de 20 nM. La activación en 

presencia de 500 µM de disulfuro de sodio no mostró mayor actividad (Figura 14A), implicando que 

la ACO2 purificada se encuentra principalmente en el estado [3Fe-4S]+ y no en algún otro estado 

80 
100 
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más degradado del centro Fe-S. Esto también se sustenta en el hecho de que la actividad específica 

de los distintos lotes de purificación fue similar. 

 
 

Figura 14. Caracterización bioquímica de la ACO2 humana. A) Actividad específica de la ACO2 medida por 
ensayo directo (a partir de cis-aconitato), luego de la incubación con Fe2+ 200 µM, DTT 10 mM y  
Na2S 50 µM. Medidas repetidas para 3 lotes diferentes de ACO2. Prueba t para muestras independientes. 
B) Espectro UV-Visible de la [3Fe-4S]+-ACO2 y la misma muestra tras la incubación con Fe2+ y DTT  
([4Fe-4S]2+-ACO2). La muestra reactivada fue posteriormente burbujeada con aire para promover su 
inactivación por reacción con el O2. C) La actividad de la ACO2 se midió a diferentes temperaturas 
utilizando sus 3 sustratos tras ser previamente equilibrada. Se siguió el consumo o producción de cis-
aconitato. Las concentraciones de sustratos fueron de 10 KM (ver Figura 15) y se utilizó una concentración 
de 20 nM de enzima. D) Se midió la actividad aconitasa utilizando 200 µM de cis-aconitato en buffer PIPES 
(pH 6.0 y 6.5), HEPES (pH 7.0 y 7.5), Tris-HCl (pH 8.0 a 9.5) a 25 °C. 

 

Ya que la ACO2 presentó coloración y que previamente se ha observado que otras proteínas Fe-S, 

incluyendo la ACO2 porcina, absorben en el entorno a los 400 y 600 nm[122,123], evaluamos esta 

característica en la ACO2 humana recombinante. Se observó un hombro ancho en esta región, 

similar a la observada en la literatura (Figura 14B). Esta característica es producto del gran número 

de transiciones electrónicas y átomos metálicos del centro Fe-S. 

Para continuar la caracterización de la cinética de la ACO2, estudiamos la dependencia de la 

actividad con la temperatura y el pH bajo condiciones saturantes de sustratos. La actividad de la 

ACO2 mostró ser dependiente con la temperatura hasta los 50 °C (Figura 14C). A temperaturas 
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mayores, la actividad disminuye debido a la agregación de la proteína, la cual es evidenciable por 

inspección visual y también fue confirmada por SDS-PAGE (se muestra más adelante en la Figura 

18). En la literatura se ha reportado la agregación e inestabilidad térmica de la ACO2 en 

mitocondrias intactas a 37 °C, mientras que la agregación que presenta es completa al ser incubadas 

a 45°C, una condición donde la mayoría de las otras proteínas de la matriz mitocondrial permanecen 

solubles[124]. Por otra parte, el pH óptimo de la ACO2 fue de 8.5 (Figura 14D), similar al reportado 

para otras aconitasas de mamíferos[125] y alcalino tal como el pH de la matriz mitocondrial.  

La ACO2 reactivada, fue utilizada para estudiar las constantes cinéticas con sus sustratos (citrato, 

cis-aconitato e isocitrato), exhibiendo cinéticas de tipo Michaelis-Menten (MM). Ajustando la 

ecuación de MM a los datos experimentales, se determinaron las constantes de MM (KM), el número 

de recambio (kcat) y la eficiencia catalítica (kcat/KM) para sus 3 sustratos (Figura 15).  

Las eficiencias catalíticas difirieron en un orden de magnitud entre citrato, isocitrato y cis-aconitato 

(104, 105 y 106 s-1M-1), debido principalmente a diferencias en las KM (Tabla 2). 

 
 
Figura 15. Parámetros de Michaelis-Menten de la ACO2 humana. Alícuotas de ACO2 incubada con hierro 
y DTT fueron extraídas de un vial anaeróbico y agregados a una cubeta con los sustratos de la enzima para 
un volumen final de 1 mL. Las reacciones fueron seguidas espectrofotométricamente midiendo el 
consumo o formación de cis-aconitato, utilizando diferentes concentraciones de sustratos y midiendo la 
actividad durante 1 minuto: A) cis-aconitato, B) isocitrato, C) citrato. La actividad fue medida en buffer 
HEPES 20 mM, pH 7.8, conteniendo 150 mM NaCl y la concentración de ACO2 fue de 20 nM. La ecuación 
de MM fue ajustada a los datos experimentales. La línea punteada representa la banda de 95% de 
confianza para el ajuste. La linealización de Hanes y Woolf (s/V0 vs S) y su coeficiente de determinación 
(R2) se presentan para validación del análisis. 
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5.1.4. Reactividad con oxidantes de relevancia biológica 

Debido a la alta sensibilidad del centro Fe-S reportado para la ACO2 de varias especies, con especies 

oxidantes, buscamos determinar las constantes de segundo orden para las reacciones de la ACO2 

humana con varios oxidantes de relevancia biológica. Para evitar reacciones secundarias producidas 

entre estos oxidantes con el reductor DTT, y el exceso de Fe2+ libre, añadidos durante el paso de 

reactivación, fue necesario llevar a cabo una cromatografía de exclusión molecular (Sephadex G-25) 

en condiciones hipóxicas (<2% O2), mediante el uso de una cámara hipóxica (ver Materiales y 

métodos). 

Para estimar las constantes con ONOO¯ y CO3
•¯ se obtuvieron curvas experimentales de inactivación 

de la ACO2 y se usó el programa GEPASI para ajustarlas mediante la simulación curvas de 

inactivación para la ACO2 tomando en consideración las reacciones y constantes previamente 

reportadas y resumidas en la tabla 3. Este enfoque es válido ya que el sitio activo de la ACO2 se 

encuentra sumamente conservado entre mamíferos[4]. Los datos experimentales estuvieron de 

acuerdo con constantes del orden de 108 y 105 M-1s-1 para el CO3
•¯ y el ONOO¯ respectivamente 

(Figura 16A-B).  

  

Sustrato KM (µM) kcat (sec
-1

) kcat/KM (sec
-1

M
-1

) Organismo Referencia

7,9 ± 0,7* 23,8 ± 0,7* (3,0 ± 0,2) x 10
6
* Homo sapiens Este trabajo

4,8 a 99 Bos taurus Gluzker, 1971; Schloss, 1984
15 a 120 Sus scrofa Gluzker, 1971

90 O. cuniculus Gluzker, 1971

100 ± 10* 14,1 ± 0,4* (1,4 ± 0,1) x 10
5
* Homo sapiens Este trabajo

12 a 139 Bos taurus Gluzker, 1971; Schloss, 1984
200 a 480 Sus scrofa Gluzker, 1971

320 O. cuniculus Gluzker, 1971

950 ± 90* 10,2 ± 0,4* (1,07 ± 0,06) x 10
4
* Homo sapiens Este trabajo

140 a 950 Bos taurus Gluzker, 1971; Schloss, 1984
620 a 3600 Sus scrofa Gluzker, 1971

900 O. cuniculus Gluzker, 1971

cis -Aconitato

Isocitrato

Citrato

Tabla 2. Parámetros cinéticos de la ACO2 humana

* Los valores son representados mediante la media ± error estándar de la media para 2 o 3 experimentos independientes. Las constantes fueron obtenidas 

por regresión no lineal tal como recomienda Johnson, 2019.
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Tabla 3. Constantes de reacción involucradas en la inactivación de la ACO2 

Reacción k 

1) ONOO− + ACO2 → ACO2 inactiva + •NO2 Variable 

2) CO3
•− + ACO2 → ACO2 inactiva + HCO3

− Variable 

3) ONOO− → NO3
− 0,18 s-1 

4) ONOO− → NO2
− + •OH 0,08 s-1 

5) ONOO− + CO2 → ONOOCO2
− 3 x 104 M-1s-1 

6) ONOOCO2
− → NO3

− + CO2 1,25 x 109 s-1 * 

7) ONOOCO2
− → •NO2 + CO3

•− 6,5 x 108 s-1 * 
* Valor calculado tomando la descomposición del ONOOCO2

− (k = 1,9 x 109 s-1) y la eficiencia radicalaria 
(~34%). Las constantes utilizadas se encuentran reportadas en[27]. 

La constante de reacción con H2O2 fue obtenida al graficar las constantes de inactivación (kobs) de la 

ACO2 expuesta a diferentes concentraciones de H2O2. La constante de segundo orden para esta 

reacción se encontró en el orden de 102 M-1s-1 (Figura 16C). 
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Figura 16. Constantes de velocidad de segundo orden para las reacciones de ACO2 humana con oxidantes. 
A-B) Para el ONOO¯ y CO3

•¯, las constantes de velocidad de segundo orden con la ACO2 se obtuvieron 
después de incubar ACO2 activa con una adición en bolo de ONOO¯ en ausencia (A) o presencia (B) de  
25 mM de HCO3¯. La inactivación de la ACO2 se comparó con curvas simuladas para la reacción 
considerando diferentes valores para la constante de reacción. C) Para calcular la constante de velocidad 
de reacción con H2O2, se expuso ACO2 activa a diferentes concentraciones de H2O2 (1, 3 y 6 μM) y se siguió 
la actividad durante 5 min. Las tasas de inactivación se graficaron en función de la concentración de H2O2 
para obtener la constante de velocidad. D) La constante de velocidad de reacción para la inactivación de 
la ACO2 por O2

•¯ se obtuvo mediante un ensayo de competición con la CuZnSOD. La concentración de 
ACO2 en todos los experimentos estuvo en el rango de 0.4 a 2 μM. La actividad fue medida mediante 
ensayo directo utilizando como sustrato cis-aconitato 200 µM. Para más detalles, ver sección Materiales 
y métodos. 
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Finalmente, la constante de reacción con O2
•¯ fue obtenida mediante un ensayo de competencia 

simple para la oxidación de la ACO2 en presencia de un competidor (SOD) (Figura 7D). La actividad 

de la ACO2 decrece en presencia de O2 a una determinada velocidad (círculo relleno), mientras que 

la presencia de un sistema generador de O2
•¯ y H2O2 (triángulo vacío) incrementa 

considerablemente esta velocidad, respecto a ambas especies por separado, ya que la presencia de 

catalasa (cuadrado vacío) o SOD (triángulo completo y círculo vacío), no protegen a la ACO2 

completamente. La protección completa de la ACO2 solo se obtiene cuando simultáneamente se 

agregan catalasa y SOD (cuadrado relleno). Bajo estas condiciones, la tasa de inactivación de la ACO2 

es similar a la observada por el oxígeno solamente. Ya que no parece haber protección adicional por 

encima de 1.92 µM de SOD (cuadrado relleno y triángulo relleno), es razonable asumir que la caída 

de actividad entre la condición XO y la de XO con SOD 1.92 µM representan el 100% de inactivación 

mediada por O2
•¯. Por lo que es posible aplicar la ecuación presentada en Materiales y métodos en 

la condición donde hay XO y una concentración de SOD de 0.77, la cual produce solo una inhibición 

parcial de la ACO2. La constante de segundo orden para la reacción de la ACO2 con el O2
•¯ obtenida 

fue de (2.3 ± 0.8) x 108 M-1s-1 a pH 8.4 y 25 °C (Figura 16D). 

Los valores obtenidos para todas las constantes fueron similares a valores reportados para otras 

aconitasas (Tabla 4).  

 
Además, la reacción con concentraciones bajas de estos oxidantes fue reversible, ya que al incubar 

la enzima inactivada con Fe2+ y DTT durante 2 horas bajo atmósfera de argón, la enzima recuperó el 

100% de su actividad (Figura 17).  

 
 

Oxidante Constante de reacción (M-1s-1) Organismo Referencia

(4,8 ± 2,9) x 10
2
* Homo sapiens Este trabajo

2 x 10
2 E. coli Flint, 1993

(0,9 ± 0,2) x 10
5
* Homo sapiens Este trabajo

(1,1 ± 0,2) x 105 Tórtora, 2007

(1,4 ± 0,1) x 10
5 Castro, 1994

(1,3 ± 0,3) x 10
8
* Homo sapiens Este trabajo

3 x 108 Sus scrofa Tórtora, 2007

(2,3 ± 1,7) x 10
8
* Homo sapiens Este trabajo

3 x 10
7 E. coli Hausladen, 1994

0,8 x 10
7 Hausladen, 1994

(3,5 ± 2) x 106 Castro, 1994

(3 ± 2) x 10
6 Bos taurus Flint, 1993

* Los valores presentados son la media ± el error estándar de la media para 3 o 4 experimentos independientes . Las constantes de

reacción fueron obtenidas  como se expl ica  en la  sección Materiales y métodos .

Tabla 4. Constantes de reacción de segundo orden de la ACO2 con oxidantes de relevancia biológica

H2O2

ONOO¯
Sus scrofa

CO3
•¯

O2
•¯

Sus scrofa
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Figura 17. Reactivación de la ACO2 tratada con oxidantes biológicamente relevantes. La ACO2 tratada con 
oxidante (T) fue incubada con Fe2+ y DTT bajo una atmósfera saturada de Ar durante 2 horas y luego se 
midió la actividad aconitasa mediante el ensayo directo utilizando como sustrato cis-aconitato  
200 µM (R). La ACO2 fue expuesta a 15 µM de ONOO¯, 15 µM de ONOO¯ en presencia de 25 mM de 
HCO3¯, 3 µM de H2O2, o 560 nM de O2

•¯, bajo las condiciones descritas en la Figura 16. Los experimentos 
de reactivación se repitieron al menos 2 veces para cada oxidante. 
 

La enzima mostró ser muy sensible ante los oxidantes, por lo que es notorio el impacto que podrían 

tener los mismos sobre el rol biológico de la enzima en condiciones normales o patológicas.  

La reacción del centro Fe-S de la ACO2 con O2
•¯ o CO3

•¯, del orden de 108 M-1s-1, se encuentran 

prácticamente limitadas por difusión, siendo la constante con el O2
•¯, similar a la de la reacción con 

la SOD (109 M-1s-1)[126], y estando todas estas constantes por encima de las correspondientes a las 

reacciones, por ejemplo, con aminoácidos. El O2
•¯ es un oxidante que no es reactivo con la mayoría 

de los componentes celulares, una excepción son los centros Fe-S y el NO, es decir, la mayor parte 

de su toxicidad se debe a la formación de oxidantes secundarios (ej. ACO2, citocromo c, 

etc.)[127,128]. Por su parte la constante de reacción del centro Fe-S con ONOO¯, del orden de 105 

M-1s-1, se encuentra un orden por debajo de la reacción con la cisteína peroxidática de las 

peroxiredoxinas (106-107) y un orden por encima de la reacción con la oxihemoglobina (104), las 

cuales constituyen los mecanismos centrales de detoxificación del ONOO¯[129]. 

La capacidad de recuperar su actividad tras la oxidación sustenta el rol de esta enzima como un 

reóstato redox capaz de modular el flujo de carbonos a través del ciclo de Krebs bajo distintas 

situaciones celulares. Esto también es consistente con el alto nivel de conservación del sitio activo 

en mamíferos[4]. 
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5.1.5. Caracterización estructural 

A continuación, se procuró investigar si el estado del centro Fe-S (activo [4Fe-4S]2+ o inactivo  

[3Fe-4S]+) era capaz de impactar en la estructura o estabilidad de la ACO2. Para esto, en primer 

lugar, se realizaron curvas de desplegamiento inducido por temperatura. La ACO2 contiene 9 

triptófanos, por lo que la medida de fluorescencia intrínseca pudo utilizarse para seguir el proceso 

de desplegado. 

Llamativamente, este estudio permitió identificar diferencias significativas respecto a la 

temperatura de melting (Tm) de la [4Fe-4S]2+-ACO2 en comparación con la [3Fe-4S]+-ACO2  

(51.1 ± 0.5 y 43.6 ± 0.2 ᵒC respectivamente), dónde la única diferencia entre ellas es la presencia o 

ausencia del Feα en el centro Fe-S (Figura 18A-C). Estos resultados revelaron que la [3Fe-4S]+-ACO2 

presenta una mayor susceptibilidad al desplegado, respecto a la [4Fe-4S]2+-ACO2. Respecto a la 

diferencia en la intensidad de las señales observada en las Figuras 18A y 18B, la misma se debe a 

que los espectros para la [4Fe-4S]2+-ACO2 deben medirse en presencia de Fe2+ (además de DTT), 

para que la encima permanezca activa a lo largo del ensayo, y se sabe que el Fe2+ es capaz de ejercer 

quenching sobre los Trp proteicos[130]. La enzima inactiva [3Fe-4S]+ fue evaluada en el mismo 

buffer en presencia y ausencia de DTT, no detectando diferencias por el agregado de este último en 

muestras frescas de ACO2. Para hacer ambas curvas de desplegamiento comparables, se graficó e 

la Figura 18C, la intensidad de fluorescencia relativa a la observada a los 20 °C para cada estado de 

la ACO2. 

La irreversibilidad del proceso de desplegado luego de los 60 ᵒC fue confirmada (Figura 18D), por lo 

cual los parámetros termodinámicos no pudieron ser obtenidos a partir de estos experimentos. 
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Figura 18. Desplegamiento de la ACO2 inducido por temperatura. A-B) Espectro de fluorescencia 
intrínseca de la ACO2 a los 10, 20, 30, 40 y 50 °C. La fluorescencia intrínseca fue medida utilizando una 
longitud de onda de excitación de 295 nm. C) Curvas de desplegamiento de la ACO2 graficadas midiendo 
el área total debajo del espectro a cada temperatura. Los puntos fueron conectados para facilitar la 
visualización. D) Ensayo que demuestra la irreversibilidad del desplegamiento. Esto fue observado para 
todos los estados de la ACO2 (se muestra un experimento representativo en la [3Fe-4S]+-ACO2). Las 
muestras utilizadas en los ensayos de desplegamiento térmico fueron corridas en un SDS-PAGE al 10% y 
teñidas con azul de Coomassie. Todos los ensayos fueron realizados en buffer HEPES 20 mM, pH 7.8, 
conteniendo 100 mM de NaCl y 2 µM de ACO2. Los ensayos fueron realizados en buffer HEPES 50 mM, 
pH 7.8. 

 

Se incubó la ACO2 (1 µM) con concentraciones altas (1 mM) de oxidantes o con concentraciones 

que producen un 50% de inactivación (10 µM para ONOO¯ y 5 µM durante 10 minutos para H2O2), 

para evaluar diferencias estructurales o efectos sobre el mecanismo de desplegado producidas por 

los oxidantes. Pudimos apreciar que, tras la reacción con altas concentraciones de oxidantes, la Tm 

disminuye significativamente (37-38 ᵒC), en comparación a la ACO2 activa o inactiva  

(Figura 18C). Al realizar el SDS-PAGE de las muestras llevadas a 60°C se observó que, en condiciones 

no reductoras, se da la aparición de bandas correspondientes a agregados moleculares de la ACO2 

(Figura 18D). Sin embargo, los agregados generados por H2O2, son revertidos al preparar las 

muestras para la corrida en condiciones reductoras con βME, lo que indicaría que los agregados 

producidos en este caso son enlaces disulfuros inespecíficos reducibles. Por otra parte, los 

agregados por ONOO¯ no se revierten en dichas condiciones, lo que estaría de acuerdo con la 

formación de agregados por enlaces ditirosina no reducibles por βME. En las concentraciones bajas, 
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pero que producen inactivación casi total, no se observan estos agregados y la forma de la curva fue 

la de la enzima inactiva. 

Estos resultados parecen indicar que el efecto de los oxidantes únicamente sobre el centro Fe-S de 

la ACO2 produce cambios estructurales, o por lo menos, cambios en el mecanismo de desplegado 

de la enzima. Para generar mayores perturbaciones son necesarias mayores concentraciones de 

oxidantes que puedan promover el agregado de la enzima y reducir aún más la Tm respecto a la de 

la forma inactiva. Otro evento que podría estar ocurriendo simultáneamente es la oxidación de los 

triptófanos y la modificación de la emisión de fluorescencia, sin embargo, no evaluamos este punto 

en profundidad. 

Para continuar caracterizando a la ACO2 utilizamos la espectroscopía de dicroísmo circular (CD), 

técnica basada en la quiralidad inherente de las macromoléculas que conduce a la absorción 

diferencial de la luz levógira y dextrógira[131].  

En primer lugar, se evaluó el espectro de CD en el UV lejano (180-250). En esta región, absorbe el 

enlace peptídico y, por lo tanto, el espectro de CD refleja el contenido de estructura 

secundaria[131]. La ACO2 en esta región (Figura 19A), presentó un espectro que al ser comparado 

con los espectros representativos, parece indicar una composición con aporte mayoritario de 

estructura secundaria alfa hélice, lo que puede ser corroborado mediante el análisis de la estructura 

cristalográfica (por ejemplo, la ACO2 de cerdo, PDB ID: 6ACN, está compuesta por 35% hélice alfa, 

18% hojas beta, 47% otros, como revela el servidor web 2struct[132]).  

Como se presentó previamente en la Figura 14B, al estudiar el espectro UV-visible de la ACO2, la 

misma presenta un hombro en la región del UV-visible sensible al agregado de Fe2+ y DTT. 

Aprovechando que el espectrómetro de CD simultáneamente mide absorbancia y CD, evaluamos 

los espectros UV-visible y de CD en la región del UV cercano y la región visible (Figuras 19B,C). Se 

observó que la [3Fe-4S]+-ACO2 presenta un espectro de CD con dos picos negativos en los 325 y 500 

nm de aproximadamente la misma magnitud. Al agregar Fe2+ 200 µM y DTT 10 mM, promoviendo 

así la activación, el espectro sufrió cambios importantes. A medida que se forma la [4Fe-4S]2+-ACO2, 

el espectro adquiere un mínimo negativo a los 370 nm y dos máximos con signo positivo a 425 y 610 

nm, siendo estos últimos de aproximadamente la misma magnitud, pero inferior al mínimo 

observado en los 370 nm. La forma general de este espectro es similar a la observada en otras 

proteínas Fe-S (Figura 3). Los cambios en el tiempo de estos picos están representados en la Figura 

19D. 
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Figura 19. Estudios espectroscópicos de la activación de la ACO2. A) Espectros de CD de la [3Fe-4S]+-ACO2 
(0.9 µM) en la región del UV lejano representado como elipticidad molar media por residuo. B) Espectro 
UV-visible de la [3Fe-4S]+-ACO2 (40 µM). Se representan los espectros de la misma muestra tras el 
agregado de Fe2+ 200 µM y DTT 10 mM durante una incubación de 20 minutos al aire, o una incubación 
de 2 h bajo atmósfera de argón. C) Espectros de CD en la región del UV cercano de la ACO2 (40 µM) tras 
el agregado de Fe2+ y DTT y la incubación de la cubeta en la cámara del espectrofotómetro de CD la cual 
se encuentra bajo atmósfera de nitrógeno. D) Cambios en la intensidad respecto al tiempo de los picos 
indicados con asteriscos en el panel C. En los paneles B-D, se graficó la elipticidad molar 
[Θ](deg*cm2/dmol) respecto a los moles de centros Fe-S, ya que este es el grupo que absorbe en la región 
estudiada del UV cercano. 
 

Si bien resulta interesante y novedoso el estudio del espectro de CD en este rango para la ACO2 

humana, la aplicabilidad de este método es limitada debido a la cantidad de enzima necesaria para 



53 
 

observar la señal del centro Fe-S. En la mayoría de los casos, como indicador del estado del centro 

Fe-S, la medida de actividad enzimática es suficiente debido a su alta sensibilidad. 

Continuando con la evaluación de la diferencia entre los dos estados de la ACO2, se realizaron 

titulaciones con la sonda fluorescente 8-anilino-1-naftalenesulfonato (ANS). Las propiedades 

fluorescentes de este compuesto cambian al unirse a regiones hidrofóbicas de las proteínas. La 

reducción en la movilidad del ANS al unirse a regiones con residuos apolares produce un 

desplazamiento de la longitud de onda de emisión hacia el azul y un aumento en la intensidad de 

fluorescencia[133].  
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Figura 20. Titulación de la unión del ANS a la ACO2. Arriba) Espectros de fluorescencia del ANS en 
presencia de la ACO2. Abajo) Curvas de titulación con ANS: emisión a 475 nm en función de la relación 
molar [ANS]/ACO2. La fluorescencia del ANS fue medida a 20 °C y utilizando una longitud de onda de 
excitación de 380 nm con 4 µM de ACO2 en HEPES 20 mM, pH 7.4. Para el espectro de la [4Fe-4S]2+-ACO2, 
la muestra se incubó previamente con 200 µM Fe2+ y 10 mM DTT durante 2 h. La fluorescencia del ANS 
no fue afectada por la presencia de Fe2+. Los espectros de los buffers fueron utilizados como blanco. 

 

Los resultados de la titulación de la ACO2 con ANS mostraron que el ANS presenta mayor intensidad 

de fluorescencia para la [3Fe-4S]+-ACO2, revelando una mayor exposición de regiones hidrofóbicas 

cuando la enzima se encuentra inactiva en comparación con su estado activo (Figura 20). Esta mayor 

exposición puede incrementar la probabilidad de interacciones proteína-proteína o agregación. En 

particular, la agregación de la ACO2 oxidada es evitada en la mitocondria por su degradación 

mediada por la proteasa Lon[134]. La actividad de esta proteasa durante la senescencia y el 

envejecimiento se encuentra disminuida[134,135]. 
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5.1.6. Estudios in silico de la ACO2 

Para complementar los resultados experimentales obtenidos e indagar las diferencias observadas 

entre la [3Fe-4S]+-ACO2 y la [4Fe-4S]2+-ACO2, se optó por realizar simulaciones de DM clásica. Hasta 

el día de hoy, la estructura de la ACO2 humana no ha sido resuelta, sin embargo, la misma coincide 

en un 97% de su secuencia con la homóloga porcina, cuya estructura cristalográfica ha sido 

determinada mediante difracción de rayos X y se encuentra depositada en la base de datos PDB 

(PDB ID: 6ACN[3]). Tomando esta estructura como punto de partida, se desarrolló por homología 

un modelo de la ACO2 humana. Modelos predichos por AF2 difirieron muy poco en la estructura 

obtenida (ver sección Materiales y métodos). El avance de los métodos de predicción de estructura 

molecular de proteínas, en particular los que utilizan métodos de inteligencia artificial, hace que la 

estrategia utilizada para obtener el modelo por homología de la ACO2 humana no sea primera 

alternativa que se realizaría hoy en día. Por ejemplo, la predicción de la estructura de miles de 

proteínas, incluida la ACO2 humana, se encuentra accesible en la base de datos de AlphaFold2 

(AF2)[113]. Al comparar el modelo generado por homología y el modelo predicho por AF2, se obtuvo 

un RMSD de 1.4 y 3.4 Å para el backbone y las cadenas laterales respectivamente, lo que implica 

una altísima similitud entre ambos modelos, por lo que el modelo predicho por AF2, podría haber 

sido utilizado como punto de partida, posiblemente sin introducir cambios significativos en los 

resultados obtenidos.  

Respecto al campo de fuerza a utilizar para la realización de las simulaciones, si bien el campo de 

fuerza AMBER cuenta con parámetros para los residuos proteicos, estos no han sido desarrollados 

para el tipo particular de centro Fe-S de la ACO2. Para resolver esto, se desarrollaron parámetros 

para los dos estados de a ACO2 tomando como base los parámetros generados por Carvalho, A.[102] 

para sistemas similares (Figura 21). Estos parámetros fueron utilizados para la realización de 

simulaciones de DM. 
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[4Fe-4S]2+  [3Fe-4S]+ 

Átomo Carga (S=0)  Átomo Carga (S=5/2) 

FA 0.22  FA 0.21 

FO 0.28  S0 -0.32 

S -0.30  S -0.45 

SG -0.50  SG -0.55 

       

Enlace r0 kr  Enlace r0 kr 

FA-S 2.30 75.3  FA-S 2.27 68.5 

F0-S 2.30 75.3  FA-S0 2.33 52.5 

SG-FA 2.30 82.8  SG-FA 2.35 56.2 

       

Ángulo ϴ0 kϴ  Ángulo ϴ0 kϴ 

S-FA-S 100.0 7.0  S-FA-S 116.0 10.0 

FA-S-FA 80.0 10.5  FA-S-FA 69.8 18.0 

S-F0-S 100.0 7.0  S0-FA-S 104.0 11.8 

FA-S-F0 77.0 10.5  FA-S0-FA 68.8 14.4 

SG-FA-S 117.0 12.1  SG-FA-S 110.6 11.0 

CT-SG-FA 91.0 18.2  CT-SG-FA 105.1 8.6 

    SG-FA-S0 112.0 5.0 

Figura 21. Parámetros desarrollados para el centro Fe-S de la ACO2. Cargas, constantes de fuerza (k) y valores de 

equilibrio de enlaces (r0) y ángulos (ϴ0) utilizados en las simulaciones de DM. 
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Tanto el desarrollo de los parámetros necesarios, como la realización de las simulaciones y su 

posterior análisis fueron realizados por mí, bajo la supervisión del Dr. Ari Zeida y en colaboración 

con la Plataforma de Bioquímica Computacional y Estructural del CEINBIO, de la cual formo parte. 

La gran mayoría de estas simulaciones fueron llevadas a cabo en el Centro Nacional de 

Supercomputación (ClusterUY). 
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Figura 22. Comparación de las propiedades dinámicas de los estados [4Fe-4S]2+ y [3Fe-4S]+ de la ACO2.  
A) Área superficial accesible al solvente (“solvent-accesible surface area”: SASA) de los residuos 
hidrofóbicos (Gly, Pro, Phe, Ala, Ile, Leu, Val, Met, Trp, Tyr). B) Ángulo de apertura de la ACO2. C) SASA del 
centro Fe-S para ambos estados de la ACO2. D) Primer componente principal de la dinámica de la ACO2 
(“breathing”). Los colores representan los dominios de la ACO2 con el mismo esquema de colores de la 
Figura 1. El centro Fe-S se encuentra representado en la figura junto a dos grupos de residuos en los 
dominios 3 y 4 (esferas amarillas), los cuales fueron utilizados para evaluar el ángulo de apertura. 
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En línea con el incremento observado de la fluorescencia del ANS para la [3Fe-4S]+-ACO2, el estudio 

de la superficie accesible al solvente de los residuos hidrofóbicos también mostró mayor exposición 

para la [3Fe-4S]+-ACO2 en comparación con la [4Fe-4S]2+-ACO2 (Figura 22A). Asimismo, el ángulo de 

apertura de la ACO2, medido como el ángulo formado entre dos grupos de residuos de los dominios 

3 y 4, con vértice en el centro Fe-S, difiere aproximadamente 27° entre ambos estados de la ACO2, 

siendo mayor la apertura en el estado [3Fe-4S]+ (Figura 22B). Adicionalmente, se observó un 

aumento en la exposición del centro Fe-S, para la [3Fe-4S]+-ACO2 (Figura 22C), lo que podría implicar 

una mayor accesibilidad para los partners moleculares que podrían colaborar en el proceso de 

reactivación de la ACO2. 

Posteriormente, realizamos un análisis de componentes principales de las simulaciones de DM. 

Observamos que el primer modo normal de la ACO2, muestra un movimiento colectivo de apertura 

y cierre (“breathing”) representado en la Figura 22D. El dominio 4 es el que parece tener mayor 

fluctuación y funcionaría como una “tapa” complementaria a la cavidad donde se encuentra el 

centro Fe-S.  

Por otra parte, se simuló la curva de titulación para la histidina catalítica de la ACO2 (His128). En el 

mecanismo catalítico de la ACO2, la His128 actúa como el ácido en la reacción de deshidratación del 

citrato/isocitrato, al donar su protón[40], por lo tanto, para que esto ocurra la His128 debe 

encontrarse en estado protonado. Los resultados evidenciaron valores de pKa de 8.8 y 8.3 para la 

[3Fe-4S]+-ACO2 y la [4Fe-4S]2+-ACO2 respectivamente (Figura 23). Estos valores son notoriamente 

superiores al pKa 6.0 de la histidina libre[136], lo que indicaría que el entorno de la His128 favorece 

al estado protonado, lo cual se encuentra en concordancia con el mecanismo catalítico propuesto 

de la enzima[40]. 
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Figura 23. Titulación simulada de la histidina catalítica de la ACO2. Curvas de titulación simuladas para la 
His128 catalítica de la ACO2 obtenida mediante pHtMD. La ecuación de Henderson-Hasselbalch fue 
ajustada a los datos experimentales para obtener los valores de pKa (8.8 y 8.3 para la [4Fe-4S]2+-ACO2 y 
la [3Fe-4S]+-ACO2 respectivamente).  
 

Siendo el pH de la matriz mitocondrial de 7.8[137], puede observarse que la His128 tiene una mayor 

tendencia a encontrarse protonada en la [4Fe-4S]2+-ACO2, respecto a la [3Fe-4S]+-ACO2, por lo que 

el estado activo de la ACO2 favorecería aún más el estado catalíticamente necesario de la His128. 

Para continuar explorando las características de la reacción de la ACO2, nos enfocamos en la 

diferencia observada experimentalmente de aproximadamente un orden de magnitud entre las KM 

de la ACO2 para el citrato y el isocitrato (950 vs 100 µM respectivamente). Para esto se optó por 

realizar estimaciones de energía libre por el método de MM-GBSA[109], el cual se encuentra 

disponible en el paquete AMBER.  

Antes de poder realizar estos cálculos, fue necesario desarrollar también los parámetros para los 

sustratos, por lo que se aplicó el procedimiento descrito en la sección Materiales y métodos. Para la 

definición de los modos de unión, se tomaron como base estructuras cristalográficas de otras ACO2 

de mamífero las cuales presentaban unidas estos sustratos[40]: 1C96 y 1B0J. Para las simulaciones, 

inicialmente se diseñaron una serie de restricciones harmónicas basadas en los modos de unión 

observados en las cristalografías. Después de minimizar y equilibrar, con el objetivo de permitir que 

los sustratos se ajustaran a su modo de unión, se disminuyeron las constantes gradualmente 

(primero k = 50 kcal/mol hasta 0) en simulaciones de DM de 500 ns. En la Figura 24 se presentan las 

definiciones de los átomos para los sustratos utilizados y las restricciones aplicadas.  
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ACO2-Citrato, 0 a 100 ns, k = 50 

Número de 
restricción 

Átomo 1 Átomo 2 r1 r2 r3 r4 

1 Feα Citrato:OH 2.40 2.60 2.60 2.80 

2 Feα Citrato:COOH 3.03 3.23 3.23 3.43 

3 H128:NE2 Citrato:OH 2.72 2.92 2.92 3.12 

4 R671:NH1 S669:OG 3.07 3.27 3.27 3.47 

5 R671:NE S669:OG 2.46 2.66 2.66 2.86 

6 Citrato:C* S669:OG 2.98 3.18 3.18 3.38 
       

ACO2-Citrato, 100 a 200 ns, k = 5 

Número de 
restricción 

Átomo 1 Átomo 2 r1 r2 r3 r4 

1 Feα Citrato:OH 2.10 2.40 2.80 3.80 

2 Feα Citrato:COOH 2.10 3.03 3.43 4.43 

3 H128:NE2 Citrato:OH 2.12 2.72 3.12 4.12 

4 R671:NH1 S669:OG 2.10 3.07 3.47 4.47 

5 R671:NE S669:OG 2.10 2.46 2.86 3.86 

6 Citrato:C* S669:OG 2.10 2.98 3.38 4.38 
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ACO2-Isocitrato, 0 a 100 ns, k = 50 

Número de 
restricción 

Átomo 1 Átomo 2 r1 r2 r3 r4 

1 Feα Isocitrato:OH 2.50 2.70 2.70 2.90 

2 Feα Isocitrato:COOH 3.03 3.23 3.23 3.43 

3 H128:NE2 Isocitrato:OH 2.72 2.92 2.92 3.12 

4 R671:NH1 S669:OG 3.07 3.27 3.27 3.47 

5 R671:NE S669:OG 2.46 2.66 2.66 2.86 

6 Isocitrato:C* S669:OG  2.98 3.18 3.18 3.38 
       

ACO2-Isocitrato, 100 a 200 ns, k = 5 

Número de 
restricción 

Átomo 1 Átomo 2 r1 r2 r3 r4 

1 Feα Isocitrato:OH 2.10 2.50 2.90 3.90 

2 Feα Isocitrato:COOH 2.10 3.03 3.43 4.43 

3 H128:NE2 Isocitrato:OH 2.10 2.72 3.12 4.12 

4 R671:NH1 S669:OG 2.10 3.07 3.47 4.47 

5 R671:NE S669:OG 2.10 2.46 2.86 3.86 

6 Isocitrato:C* S669:OG 2.10 2.98 3.38 4.38 

Figura 24. Restricciones harmónicas aplicadas en las simulaciones de la ACO2 con sus sustratos. Los átomos de los 

residuos proteicos fueron nombrados siguiendo las definiciones de tipos de átomos de AMBER.  
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En la Figura 25A, se presenta el cambio en la energía de unión a lo largo de la simulación. Lo que se 

observó es que, una vez removidas las restricciones, para el isocitrato a lo largo de la simulación hay 

poca variación de la energía de unión. Por otra parte, para el citrato (para el cual la ACO2 presenta 

una KM 10 veces mayor) se desplazó de la posición original y terminó con una mayor energía de 

unión lo cual implica una menor afinidad. La movilidad de los residuos del sitio activo también fue 

mayor cuando el sustrato utilizado era el citrato (Figura 25B). 

 
 
Figura 25. Interacción de la ACO2 con sus sustratos. A) Energías de unión estimada por el método de  
MM-GBSA para los complejos de la [4Fe-4S]2+-ACO2 con citrato e isocitrato. Los datos representados 
consisten en simulaciones de DM de 500 ns de largo. Las constantes de restricciones armónicas (k, 
kcal/mol) fueron cambiadas a los 100 y 200 ns para permitir que los modos de unión del sustrato al sitio 
activo se equilibraran. B) Representación de la unión de los sustratos al sitio activo de la ACO2. Para los 
residuos de la ACO2 solo se muestran el primer y el último cuadro de la simulación, mientras que, para 
los sustratos, se muestran 20 estructuras igualmente espaciadas en el tiempo (de rojo: inicio de la 
simulación, hasta azul: fin de la simulación). 
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5.2. Estudio de la acetilación de la ACO2 

La ACO2 ha sido identificada en estudios de acetiloma en diversas especies y presenta variabilidad 

en los sitios de acetilación reportados. En 2015, un estudio propuso que la ACO2, en músculo 

cardíaco de rata, sufre un aumento de la actividad tras la acetilación química in vitro o in vivo, con 

la lisina 144 identificada como clave en la modulación de la actividad enzimática[53]. Otro trabajo 

posterior sugiere un papel regulatorio para la lisina 258, encontrada acetilada en células cancerosas 

de próstata, cuya mutación afecta la actividad enzimática y su sensibilidad a la desacetilasa 

SIRT3[55]. Estos hallazgos señalan la complejidad de la regulación de la ACO2 y su potencial 

implicación en procesos fisiológicos y patológicos.  

Primeramente, para estudiar la conservación de las lisinas reportadas en la bibliografía se realizó un 

análisis de secuencias de ACO2 de mamíferos. Se obtuvieron secuencias de ACO2 de mamíferos, al 

utilizar el filtro de Uniprot seleccionando "MAMMALIA" como taxonomía y "ACO2" como nombre 

del gen (224 resultados). A partir de allí se seleccionó una secuencia única por especie (115 

resultados). Se realizó un alineamiento múltiple (Clustal Omega) y se evaluaron los resultados 

mediante la generación de un logo de secuencias (Figura 26). 

Allí se confirmó que tanto la Lys144 como la Lys258, presentan un 100% de conservación. Al estudiar 

la localización de estas lisinas sobre la estructura de la ACO2 puede observarse que la Lys144 se 

encuentra en el dominio 3, y que su modificación podría afectar la interacción con la Gln541, la cual 

se encuentra en la región hinge-linker, alterando la dinámica de la ACO2. Por otra parte, la Lys258, 

se encuentra próxima a la cavidad por donde el sustrato entra al sitio activo y, además, se encuentra 

en la interfase entre los dominios 1-3 y el dominio 4, por lo que allí también podría afectar la 

dinámica de breathing de la ACO2.  

Con el objetivo de evaluar el efecto de la acetilación sobre la actividad de la ACO2 humana in vitro 

se incubó la enzima recombinante en su estado [4Fe-4S]2+ activo o [3Fe-4S]+ inactivo (2 µM), con 

concentraciones crecientes de acetil-CoA en el rango fisiológico (0.1 o 0.2 a 1.5 mM), durante 6 h a 

37 °C en un buffer Tris-HCl pH 8.  
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Figura 26. Lisinas relevantes acetiladas en la ACO2 según la bibliografía. Arriba) Representación de la 
localización de las lisinas propuestas en la literatura como claves para la regulación por 
acetilación/desacetilación. Abajo) Logo de secuencias parcial del alineamiento múltiple de secuencias de 
ACO2 de 115 mamíferos extraídas de Uniprot (la numeración del alineamiento no se corresponde con la 
numeración de la ACO2 humana sino que es propia del alineamiento). 
 

Para acetilar la [4Fe-4S]2+-ACO2, fue necesario realizar la misma preparación de la muestra que la 

usada para la exposición con oxidantes, purificándola de la mezcla de activación (Fe2+ y DTT), debido 

a que el DTT puede producir la tiólisis del acetil-CoA e interferir con el ensayo. Posteriormente, es 

necesario que a la enzima no pierda actividad tras el período de incubación, lo que se logró con el 

agregado de sustrato (citrato 10 mM), el cual estabiliza el centro Fe-S, y permite que la actividad 

pueda medirse luego de las 6 horas. 

El nivel de acetilación se evaluó de forma global mediante western blot utilizando un anticuerpo 

anti-acetil-lisina (Figura 27A,B). En estas condiciones, se observó un nivel de acetilación dosis 

dependiente con la concentración de acetil-CoA. Llamativamente, la [4Fe-4S]2+-ACO2 presentó de 

forma replicable, mayores niveles de acetilación respecto a la [3Fe-4S]2+-ACO2, sin embargo, al 

evaluar la actividad enzimática, se observó una pérdida de la actividad de la [3Fe-4S]2+-ACO2, 

mientras que por su parte, la [4Fe-4S]2+-ACO2 no perdió actividad (Figura 27C,D). Respecto a la 

pérdida de actividad de la [3Fe-4S]2+-ACO2, surgen dos hipótesis: 1) la acetilación impide la 

reactivación completa de la ACO2, 2) la ACO2 acetilada posee menos actividad enzimática. El hecho 
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de que la ACO2 se acetile más cuando está activa mientras que conserva su actividad, parece 

favorecer la primera alternativa.  

-acetil-lisina

Acetil-CoA (mM) 0     0.2     0.5   0.75   1.5      0      0.2    0.5   0.75   1.5

[4Fe-4S]
2+

-ACO2 [3Fe-4S]
+
-ACO2

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

0

5000

10000

15000

20000

[Acetil-CoA] (mM)

U
R

F

Ponceau

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

0

20

40

60

80

100

[Acetil-CoA] (mM)

A
c
ti

v
id

a
d

 (
%

 d
e

l 
c

o
n

tr
o

l)

0 1000 2000 3000 4000

0

20

40

60

80

100

80
00

15
00

0

URF

A
c
ti

v
id

a
d

 (
%

 d
e

l 
c

o
n

tr
o

l)

[3Fe-4S]
+
-ACO2

[4Fe-4S]
2+

-ACO2

A

B C

D

 
Figura 27. Impacto de la acetilación en la actividad de la ACO2. La ACO2 1 mg/mL (12 µM) activa o inactiva 
(ambas en presencia de citrato 10 mM para estabilizar el centro Fe-S), se incubaron con 0.2 a 1.5 mM de 
acetil-CoA durante 6 h a 37 °C. A) Membrana de la transferencia teñida con Ponceau para comprobar la 
transferencia y la cantidad de proteína, y debajo el revelado con el anticuerpo anti-acetil-lisina. B) 
Cuantificación del western blot del panel A (n = 6). C) Actividad aconitasa de las muestras dependiente de 
la concentración de acetil-CoA (n = 7). Para evaluar la actividad de la ACO2 inactiva acetilada 
primeramente fue activada incubándola con Fe2+ y DTT en condiciones anaeróbicas. D) Actividad en 
función de la cuantificación de la señal del anticuerpo anti-acetil-lisina. Los gráficos representan el 
promedio (círculo relleno) y las barras el error estándar de la media. La actividad aconitasa fue ensayada 
mediante el ensayo directo utilizando como sustrato cis-aconitato 200 µM. 

 

Para evaluar si el citrato agregado a la [4Fe-4S]2+-ACO2 interfería con el ensayo, se agregó el mismo 

también a la [3Fe-4S]+-ACO2 durante la incubación con el acetil-CoA y posteriormente se evaluó la 

acetilación y se activó para evaluar la actividad enzimática (Figura 28). 
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Figura 28. Evaluación del rol del sustrato de la ACO2 en la acetilación. Las muestras fueron tratadas al 
igual que en la figura previa, pero en presencia de citrato 10 mM. A) Western blot anti-acetil-lisina. B) 
Actividad aconitasa como porcentaje del control no acetilado (n = 2 acetilaciones independientes). La 
actividad fue medida mediante ensayo directo utilizando como sustrato cis-aconitato 200 µM. 

 

Interesantemente, el citrato no impactó en el nivel de acetilación de la [3Fe-4S]+-ACO2 (Figura 28A), 

pero su presencia protegió a la ACO2 de la pérdida de actividad (Figura 28B). 

Entre las condiciones que evaluamos, la actividad presentó una disminución máxima de 

aproximadamente un 30% con 1.5 mM de acetil-CoA ([3Fe-4S]+-ACO2, en ausencia de citrato). Si 

bien esta caída podría no parecer biológicamente relevante, una pérdida de la actividad aconitasa 

de esta magnitud podría llegar a tener un impacto sobre el ciclo de Krebs y la respiración 

mitocondrial dependiendo del tejido. Particularmente en el cerebro o el músculo cardíaco, donde 

caídas de la actividad de la ACO2 en el entorno del 5% ya logran tener un impacto en la respiración 

mitocondrial[60].  

La identidad de residuos entre la ACO2 de rata y la humana es muy alta (96%), por lo tanto, es 

probable que la diferencia radique en el patrón de acetilación de la enzima, teniendo en cuenta la 

presencia de desacetilasas mitocondriales en las condiciones in vivo (sirtuinas 3, 4 y 5). 
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Posteriormente, nos planteamos identificar las lisinas sensibles a la acetilación. Para esto se digirió 

la muestra con tripsina y se analizó, primeramente, en el Servicio de Bioquímica y Proteómica 

analíticas del Institut Pasteur de Montevideo con la Dra. Rosario Durán, donde se buscaron los iones 

correspondientes a los péptidos acetilados. Debido a que la tripsina corta enlaces peptídicos luego 

de una arginina o lisina, la acetilación de la lisina inhibe la digestión, por lo que la estrategia de 

análisis consistió en utilizar un algoritmo de búsqueda que evaluara la posibilidad de que la tripsina 

se salteara 1 o 2 cortes, de forma tal de mejorar la cobertura de la secuencia. La Figura 29 muestra 

los residuos acetilados identificados a distintas concentraciones de acetil-CoA. Es posible que 

algunos de los residuos que se acetilaran no hayan sido detectados porque los péptidos modificados 

tras la digestión hayan sido demasiado grandes o no tuvieran buena señal. Se observó una caída 

importante de la cobertura al incubar con 1.5 mM de acetil-CoA, posiblemente por el impedimento 

en el corte de la tripsina al estar acetiladas las lisinas. Incluso en este caso, se hallaron nuevas lisinas 

acetiladas en esas condiciones, pero varias otras quedaron fuera de cobertura.  
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Acetil-CoA (mM) 0.1 0.5 1.5 

Cobertura 66% 65% 29% 

Lisina acetiladas 
(nro de residuo) 

- 68 FDC 

86 - 86 

- - 138 

144 144 FDC 

233 233 FDC 

245 245 FDC 

250 250 FDC 

- - 304 

- - 305 

- 309 309 

370 370 FDC 

401 401 401 

- - 458 

- - 461 

- - 462 

- 465 465 

520 520 520 

- 521 521 

- 534 FDC 

- 549 FDC 

573 573 FDC 

587 587 FDC 

- - 628 

- - 651 

- - 652 

689 689 689 

700 - 700 

701 701 701 

717 717 FDC 

723 723 FDC 

730 730 FDC 

- 736 FDC 

- 744 FDC 

- - 776 

 
 

Figura 29. Residuos de la [3Fe-4S]+-ACO2 acetilados detectados por espectrometría de masas. Resultados 
del análisis por espectrometría de masas para la detección de lisinas acetiladas de la ACO2 luego de la 
incubación con acetil-CoA. La tabla indica la cobertura de secuencia (porcentaje del total de la secuencia 
aminoacídica cubierta por el análisis), y el número de residuo acetilado. A mayor concentración de acetil-
CoA, la cobertura decrece debido a que la tripsina no corta en la lisina acetilada. FDC: lisina presuntamente 
acetilada, pero “Fuera De Cobertura” del análisis. A la derecha se representan las lisinas en la estructura 
de la ACO2. Según la concentración de acetil-CoA a la que tuvo que ser expuesta para modificarse. Rojo: 
más sensible (se modifican a baja concentración de acetil-CoA); amarillo: sensibilidad media; verde: 
sensibilidad baja (requiere altas concentraciones de acetil-CoA para ser detectadas).  
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A continuación, contando con las características de los péptidos (masa/carga), realizamos 

experimentos específicos para detectar una lista de residuos acetilados y evaluar la dosis respuesta 

de la incubación con acetil-CoA. Esto fue realizado en la Plataforma de Espectrometría de Masas del 

CEINBIO con el Dr. Mauricio Mastrogiovanni.  

La muestra de ACO2 humana fue digerida con tripsina y posteriormente, se buscaron mediante  

espectrometría de masas, péptidos con una variación de +42 m/z. Esa diferencia surge de que, al 

producirse la fragmentación por colisión (CID), la acetil-lisina produce un ion imonio con una 

relación masa/carga de 143.118 m/z y un derivado cíclico de 126.091 m/z, que pueden ser utilizados 

para confirmar la presencia de acetil-lisina y diferenciarla de residuos trimetilados[138]. 
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Figura 30. Análisis de espectrometría de masas de la acetilación con Acetil-CoA de la [3Fe-4S]+-ACO2. 
Cambio relativo para la señal (área) de los péptidos acetilados que revelan las lisinas acetiladas en la ACO2. 
Las áreas de los iones acetilados se relativizaron a un control de carga interno (péptido no acetilado) en 
cada una de las 5 condiciones. Además, se presentan como cambio relativo respecto a la condición de 0.1 
mM de acetil-CoA. 

 

Bajo las condiciones ensayadas se evaluó la dosis-respuesta en la modificación de la abundancia de 

la lisina acetilada respecto a la concentración de acetil-CoA (Figura 30). Se encontró acetilada la 

Lys144 ya con 0.1 mM de acetil-CoA, pero no la Lys258, reportada en la literatura (sí se encontró el 

péptido sin modificar: VAGILTVK, en todas las condiciones ensayadas). Se detectó la Ac-Lys144 

aumentada hasta casi 10 veces, presentando un nivel de acetilación dependiente de la 

concentración de acetil-CoA. Esta dependencia también se detectó para las lisinas 86, 401, 458, 462 

y 776. Por otra parte, la 138, 245, 520, 628, y 651-652 (el mismo péptido) fueron detectadas en 

niveles similares para todas las concentraciones de acetil-CoA. Ya que las lisinas 138, 628 y 651-652 

se encontraron en el primer experimento acetiladas solo con 1.5 mM de acetil-CoA, es posible que 
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estas acetilaciones sean minoritarias, mientras que la Lys245 y la Lys520 ya se encontraban a  

0.1 mM, es posible que se acetilaran y se saturara rápidamente, mostrando ser sitios de acetilación 

favorecidos.  

Adicionalmente, para evaluar si la actividad de la ACO2 podía ser recuperada tras la inactivación, se 

buscó realizar la reversión de la reacción mediante la desacetilasa hSIRT3 (sirtuina 3 humana). Esta 

aproximación in vitro ha sido utilizada en otros reportes y, además, se ha reportado que la represión 

de SIRT3 es capaz de potenciar la activación de la ACO2 en cáncer de próstata[55]. 

 

 
Figura 31. Expresión de la SIRT3 humana recombinante. Arriba) SDS-PAGE 8% revelado con Coomassie. 1 
y 2: bacterias enteras no inducidas e inducidas con 0.5 mM IPTG lisadas en buffer de muestra 4X (SDS 10% 
+ beta-mercaptoetanol 10%), durante 5 min a 95 °C. 3: lisado total de bacterias inducidas con 0.5 mM 
IPTG. 4: fracción que no se pegó a la columna de níquel. 5: lavado. 6: fracción eluida con 70 mM imidazol. 
7: fracción eluida con 105 mM imidazol. El peso de la banda correspondiente a la SIRT3 se encuentra 
marcado con un asterisco. Abajo) Dot blot con anticuerpo anti-SIRT3 (dil. 1 en 1000). 1: ACO2, 2: 
tioredoxina humana (TRX), 3: carril 7 del SDS-PAGE.  

 

Como control de que la SIRT3 purificada se encontraba activa, se utilizó el procedimiento de 

acetilación con acetil-CoA y desacetilación en la manganeso superóxido dismutasa (MnSOD), la cual 

se encuentra reportada como regulada por esta modificación postraduccional (Figura 32)[139]. 

* 
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Figura 32. Regulación de la actividad de la MnSOD por acetilación. MnSOD 2 µM fue incubada durante  
6 h a 37 °C en presencia de acetil-CoA 1 mM. El tratamiento produjo una caída en la actividad enzimática 
que fue parcialmente revertida por la incubación con 10 µg de SIRT3, durante 30 minutos a temperatura 
ambiente en presencia de 5 mM de NAD+. 
 

Una vez determinado que la SIRT3 obtenida se encontraba activa, evaluamos su efecto al desacetilar 

ACO2 previamente acetilada. La reacción de desacetilación se llevó a cabo incubando la enzima 

acetilada (2 µM) con 10 µg de SIRT3 durante 30 minutos a temperatura ambiente, en presencia de 

5 mM de NAD+ (KM = 600 µM[140]). En este ensayo, aprovechando que el grupo previamente había 

trabajado con ACO2 murina, consistiendo en la proteína sobre la cuál trató mi tesina de grado de la 

Licenciatura en Bioquímica[141], estudiamos si los efectos observados en la ACO2 humana también 

eran observables en la ACO2 murina. Como control negativo de la reacción, se realizó la incubación 

en ausencia de NAD+, sustrato de la SIRT3. 

Por western blot la desacetilación de la ACO2 humana no fue evidenciable, lo que era esperable ya 

que la acetilación in vitro realizada no es específica, mientras que la SIRT3 solo logra desacetilar 

algunos sitios específicos (Figura 33A).  

Por otra parte, el tratamiento con SIRT3 no llevó a una recuperación de la actividad de la ACO2, ni 

humana ni murina (Figura 33B). Esto se observó tanto tras la acetilación con acetil-CoA, como con 

anhídrido acético (Ac2O). 
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Figura 33. Incubación de la [3Fe-4S]+-ACO2 acetilada con la desacetilasa SIRT3. A) Western blot anti-acetil-
lisina. Carril 1: ACO2 acetilada con 100 µM Ac2O; Carril 2: muestra del carril 1 incubada con 10 µg de SIRT3, 
durante 30 min a temperatura ambiente, en presencia de 5 mM NAD+. B) Actividad como porcentaje del 
control, para la ACO2 humana o murina, acetilada con Ac2O y posteriormente incubadas con SiRT3. 

 

En conclusión, es altamente probable que las diferencias observadas en la actividad enzimática de 

la ACO2 humana recombinante acetilada in vitro en este trabajo en comparación con lo observado 

en la literatura, surjan de las diferencias en el patrón de acetilación entre todas estas condiciones 

experimentales. El efecto inhibitorio de la acetilación de la ACO2, si bien fue parcial, podría tener 

impacto sobre todo en tejidos sobre los que la ACO2 tiene un alto control de flujo metabólico 

(cerebro, músculo cardíaco), sin embargo, la modulación más importante de la actividad de la ACO2 

parece igualmente ser la inactivación oxidativa y la reactivación.  

Adicionalmente es posible vincular la pérdida de actividad ACO2 en modelos con niveles elevados 

de acetilación ya sea por acetilación de la MnSOD o de la FXN (ver sección 5.3), las cuales se 

encuentran involucradas con el mantenimiento del estado activo de la ACO2 o con la producción de 

la holo-ACO2 (Figura 34). 
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Figura 34. Pérdida de la actividad ACO2 mediada por acetilación. La disminución de la actividad ACO2 en 
modelos que involucran elevados niveles de acetilación podría ser producido por dos mecanismos: 1) La 
acetilación de la MnSOD, la cual le produce una pérdida de la actividad llevando a un aumento en los 
niveles de O2

•¯ y por tanto fomentando la inactivación oxidativa de la ACO2. 2) La acetilación de la FXN, 
la cual ve reducida de su capacidad de activar la desulfurasa en el supercomplejo generador de centros 
Fe-S y por tanto disminuye los niveles de ACO2 que contienen centros Fe-S. Adicionalmente, aunque no 
hay evidencia al respecto, también podría impactar en la interacción directa con la ACO2 en su rol de 
chaperona de hierro disminuyendo la reactivación de la ACO2 en condiciones fisiológicas (ver sección 5.3 
de Resultados y Discusión) 

 

Como perspectiva, con el objetivo de estudiar si la acetilación de las lisinas logra tener un impacto 

sobre las propiedades dinámicas de la ACO2, se pretende realizar simulaciones de DM con la ACO2 

modificada con acetil-lisina en las lisinas reportadas como moduladoras de la actividad en la 

literatura (Lys144 y Lys258), y adicionalmente alguna de las detectadas en nuestros experimentos 

de acetilación. 
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5.3. Interacción con la frataxina (FXN) 

En condiciones fisiológicas, la ACO2 se encuentra en equilibrio entre el estado [4Fe-4S]2+ activo y el  

[3Fe-4S]+ inactivo, de modo tal que en bacterias o células de mamífero creciendo en normoxia, la 

fracción de ACO2 inactiva se encuentra en el entorno del 10-15%[19,142]. Mientras que la 

inactivación por oxidantes ha sido ampliamente estudiada, el mecanismo por el cual la ACO2 

recupera su actividad no ha sido comprendido completamente. Para la reactivación, la ACO2 

requiere un electrón (proveniente del ácido ascórbico, glutatión o cisteína, ampliamente disponibles 

en la mitocondria[143]) y ion ferroso (Fe2+).  

El pool de hierro lábil, utilizado para biosíntesis de centros Fe-S y grupo hemo, se encuentra en el 

orden de 0.5 a 10 µM en células de mamífero sugiriéndose además que el mismo se encuentra 

principalmente en el estado Fe2+ formando complejos de bajo peso molecular (citrato-Fe2+,  

β-citril-L-glutamato), o unido a chaperonas de hierro[144–146]. Una de estas chaperonas de hierro 

para la cual hay reportes previos de que podría interaccionar con la ACO2 es la FXN[6].  

Entre los trabajos que han indagado en la interacción entre la ACO2, destacan el de Bulteau 

(2004)[6], donde tras la exposición de mitocondrias de S. cereviseae o corazón de rata a H2O2, se 

lograron coinmunoprecipitar la FXN y la ACO2. Sin embargo, en el trabajo de Schmuker (2011)[7], 

este resultado no logró ser reproducido, poniendo en duda la hipótesis de una interacción directa 

entre la FXN y la ACO2.  

En colaboración con el laboratorio del Dr. Javier Santos (Facultad de Ciencias Exactas, Universidad 

de Buenos Aires, Argentina), quien posee una larga trayectoria trabajando con la FXN humana, nos 

propusimos determinar la existencia de una interacción física con la ACO2 humana. Para esto 

realizamos medidas de activación de la ACO2 por FXN y diversas técnicas bioquímicas y biofísicas 

para detectar la interacción.  

Con respecto a la FXN humana utilizada, se utilizó una forma de la proteína truncada denominada 

“90-210”, por la numeración de los residuos que permanecen en la forma final. Aunque la forma 

madura de la FXN humana corresponde a la FXN 81-210, la variante truncada 90-210, presenta 

mayor estabilidad proteica y rendimiento de purificación. Los 9 aminoácidos que se eliminan 

corresponden a una región muy poco estructurada[147], sin embargo, la H86, localizada en esta 

región, podría llegar a coordinar iones metálicos, por lo que la capacidad de unión a metales de la 

FXN 90-210 podría encontrarse subestimada[148]. 
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5.3.1. Estudio de las características bioquímicas de la ACO2 en presencia de la FXN 

La ACO2 completamente activa usualmente es obtenida al incubar la enzima en presencia de Fe2+ y 

DTT durante 1 hora bajo atmósfera de argón, mientras que, si este proceso se realiza al aire, solo se 

obtiene un 20% de la actividad máxima en el mismo plazo temporal (Figura 35A). Para evaluar si la 

FXN cargada con Fe2+ era capaz de activar la ACO2 bajo aire, primero incubamos la FXN (6 µM) o 

BSA (2 mg/mL = 30 µM) (como control) con 300 µM de Fe2+ en un buffer HEPES 20 mM, pH 7.4 con 

100 mM de NaCl, durante 10 minutos. La concentración de BSA utilizada fue la que se estimó que 

igualaba equimolarmente los sitios de unión a hierro de la FXN (30 µM de sitios de unión, 5 en 

promedio por FXN y 1 en la BSA). Luego se agregaron ACO2 y DTT para obtener una concentración 

final de 1 µM y 10 mM respectivamente. Las concentraciones finales de FXN y Fe2+ fueron de 4 µM 

y 200 µM. La activación de la ACO2 se siguió tomando alícuotas y midiendo la actividad por ensayo 

directo con cis-aconitato, tal como se describió en la sección 6.1.3. Como se muestra en la Figura 

35A, la presencia de FXN cargada con Fe2+ aceleró la reactivación de la ACO2 in vitro, así como 

también permitió alcanzar mayores valores de actividad, similares a los máximos obtenidos cuando 

se trabaja en argón. La BSA incubada con Fe2+ o la incubación solo con Fe2+ libre, no tuvieron impacto 

sobre la activación de la ACO2 como se ha mostrado previamente para la ACO2 bovina[149].  
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Figura 35. Activación de la ACO2 mediada por FXN. A) Activación de la ACO2 mediada por FXN. Se 
preincubaron 3.7 μM de FXN (1.2 mg/mL) o 1.2 mg/mL de BSA con 300 μM de Fe2+ y luego se añadieron 
ACO2 y DTT hasta alcanzar una concentración final de 1 μM y 10 mM, respectivamente. La concentración 
final de Fe2+ fue de 200 μM. El vial se dejó abierto y expuesto al aire, y la actividad de la ACO2 se siguió 
tomando alícuotas y midiendo el consumo de cis-aconitato 200 μM. B) La ACO2 activa fue tratada con 
ONOO‾ en presencia o ausencia de FXN. La reactivación aeróbica de la ACO2 tratada con ONOO‾ ocurrió 
solo en presencia de FXN. C-D) Espectros de emisión de fluorescencia de la ACO2 (2 μM) y FXN (5 μM) 
solas o en la misma solución en presencia o ausencia de 200 μM de Fe2+; λexc = 280 nm. *p < 0.05. 

 

Para estudiar la relevancia biológica de esta reactivación, evaluamos si la reactivación de la ACO2 

puede ocurrir tras su inactivación oxidativa. Se incubó la [4Fe-4S]2+-ACO2 (2 µM) con ONOO¯ 15 µM, 

(una concentración que se ha demostrado que inactiva la ACO2) en presencia o ausencia de 4 µM 

de FXN (Figura 35B). En estas condiciones, la FXN no protegió a la ACO2 de la inactivación, sin 

embargo, la reactivación aeróbica se logró obtener en presencia de FXN cargada con Fe2+. Dado que 

otros oxidantes biológicos como el O2
•¯, H2O2 y CO3

•¯ también inactivan a la ACO2 por oxidación del 

centro Fe-S (revisado en[5]), es esperable que el efecto de la FXN promueva la reactivación tras la 

inactivación por estos oxidantes. 
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Para determinar si la FXN está aumentando la biodisponibilidad de Fe2+ para la reactivación del 

ACO2 o si hay una interacción directa entre ambas proteínas, se realizaron una serie de 

experimentos considerando las condiciones donde detectamos la activación de la ACO2 por la FXN. 

La ACO2 contiene 9 residuos de triptófano (W166, W222, W241, W373, W455, W574, W603, W657, 

W765) mientras que el FXN tiene 3 (W155, W168, W173). Ambas proteínas tienen algunos de estos 

triptófanos expuestos al solvente, y por lo tanto son sensibles al quenching (apagamiento). El 

espectro de emisión de fluorescencia de la solución combinada de FXN:ACO2 en una relación molar 

de 2.5:1, mostró un quenching evidenciable al comparar el espectro obtenido respecto a la suma de 

los espectros de las proteínas individuales, lo que implica que ambas proteínas podrían estar cerca 

una de la otra (Figura 35C-D). Este efecto fue mayor en presencia de Fe2+ (12% vs 3%), lo que sugiere 

que el Fe2+ podría ser importante para la interacción. Estos resultados fueron reproducibles (n = 3) 

y se muestra un experimento representativo.  

Por otra parte, se evaluó si la presencia de FXN influía en el mecanismo de desplegado o replegado 

de la ACO2 utilizando la fluorescencia intrínseca como indicador y generando su curva de 

desplegamiento por temperatura (Figura 36). No se observaron diferencias estadísticamente 

significativas en la Tm de la [4Fe-4S]2+-ACO2 en presencia o ausencia de FXN 12 µM (Tm [IC95%]: 

45.6 [45.3 – 45.8] y 46.1 [45.7 – 46.4] y respectivamente). No obstante, se identificó un efecto 

notable de la presencia de FXN en el proceso de replegado. Mientras que la [4Fe-4S]2+-ACO2 no 

mostraba recuperación de la fluorescencia intrínseca al disminuir la temperatura, la presencia de 

FXN indujo un aumento de la fluorescencia, lo que podría implicar una influencia de la FXN en la 

capacidad de la ACO2 para replegarse correctamente o para mantener su estructura estable en 

condiciones de estrés, como cambios de temperatura o cambios en el estado del centro Fe-S. 

Adicionalmente, realizamos espectros UV-visible de la [3Fe-4S]+-ACO2 (tal como se purifica) y 

después de su incubación con Fe2+ y DTT en presencia o ausencia de FXN (Figura 37). Se sabe que 

las proteínas Fe-S poseen bandas anchas y sin rasgos distintivos en estos espectros, producidas por 

un gran número de transiciones electrónicas y número de átomos metálicos[122]. Como se muestra 

en la Figura 37, la ACO2 humana mostró este tipo de señal. Este resultado se asemeja al espectro 

de la ACO2 porcina reportado en la literatura[123]. Después de una incubación de 1 hora en 

presencia de Fe2+ y DTT, se observó un aumento en la señal de forma general, un efecto que fue 

potenciado por la adición de FXN, reflejando la aceleración en la formación de la [4Fe-4S]2+-ACO2. 
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Figura 36. Desplegamiento de la ACO2 en presencia de FXN. Curvas de desplegamiento de la ACO2 
graficadas siguiendo la fluorescencia intrínseca, por excitación a 295 nm, y siguiendo la fluorescencia a 
335 nm a cada temperatura. Ensayo realizado buffer HEPES 20 mM, pH 7.8, conteniendo NaCl 100 mM, 
ACO2 2 µM de y FXN 5 µM. 
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Figura 37. Espectros UV-visible de la ACO2 y la FXN. Se incubó a la [3Fe-4S]+-ACO2 (40 µM) con 200 µM de 
Fe2+ y 10 mM de DTT en presencia o ausencia de FXN (40 µM) durante 30 minutos y se siguió el espectro 
UV por espectrofotometría entre 300 y 800 nm. La figura menor muestra el espectro UV-visible de la [3Fe-
4S]+-ACO2 y la FXN aisladas. 
 

Complementando estos resultados, se estudió también la reactivación de la ACO2 por CD. Lo que 

permitió observar una aceleración de la activación de la ACO2 al encontrarse en presencia de FXN 

cargada con Fe2+. En la Figura 38A se presentan los espectros UV-visible de la ACO2 y la FXN, 
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mientras que en la Figura 38B se presentan sus respectivos espectros de CD. Ya que la FXN no 

absorbe en esta región del UV y que la unión del Fe2+ a la misma no producen complejos que 

absorban, fue posible evaluar la activación mediada por FXN al seguir el espectro de CD de la ACO2 

encontrándose todo en la misma solución (Figura 38C). En línea con los resultados presentados 

anteriormente, la FXN cargada con Fe2+ promovió la reactivación en comparación con solo el Fe2+. 

Esto puede apreciarse tanto para las muestras hasta los 20 minutos como en la condición de 

activación bajo atmósfera de argón durante 2 h. 
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Figura 38. Activación de la ACO2 mediada por FXN evaluada por espectroscopía. A) Espectros UV-visible 
de la ACO2 y FXN, ambas 40 µM. B) Espectros de CD de la ACO2, FXN y FXN + Fe2+ + DTT. Las 
concentraciones utilizadas fueron de 40 µM de proteína, Fe2+ 200 µM y DTT 10 mM. C) Espectros de CD 
de la ACO2 activada con Fe2+ solo o con FXN cargada con Fe2+. 

 

Hasta aquí, los resultados revelan la capacidad de la FXN de promover la reactivación de la ACO2 

inactivada oxidativamente, tanto en la aceleración de los tiempos de activación, como en la 

capacidad de activarse en condiciones donde no logra hacerlo en la ausencia de FXN. La influencia 

en el replegamiento de la ACO2 y los espectros UV-Vis de las proteínas en solución sugieren una 

interacción física entre ambas proteínas. 
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5.3.2. Ensayos de interacción proteína-proteína para la caracterización de la interacción 

ACO2-FXN 

Para tratar de evaluar la existencia de una interacción física entre la ACO2 y la FXN, se aplicó una 

batería de técnicas habitualmente utilizadas para el estudio de interacciones proteína-proteína. En 

primer lugar, utilizamos una técnica que depende de la unión de una de ella a un sustrato mediante 

un ELISA de interacción proteína-proteína[116]. Los siguientes resultados refieren al ensayo 

realizado con la ACO2 adsorbida a la placa de ELISA y titulada con diferentes concentraciones de 

FXN (el esquema del ensayo se encuentra presentado en la sección Materiales y métodos). 

Las concentraciones molares requeridas para el 50% de unión máxima de la FXN a la ACO2 

inmovilizada, representativas de la afinidad de unión (Ka), fueron (1.1 ± 0.9) y (10 ± 2) µM en 

condiciones con y sin Fe2+, lo que indica una mayor afinidad de la FXN por la ACO2 cuando está 

presente el Fe2+ (Figura 39A,B). La unión máxima, por otra parte, que representa la fuerza de 

acoplamiento o la tasa de disociación del complejo, no mostró diferencias con respecto a la adición 

de hierro (Figura 39C). 

 
 

Figura 39. ELISA de interacción proteína-proteína para el complejo ACO2-FXN. A) Foto de la placa de ELISA 
revelada. B) Curvas de interacción normalizadas obtenidas a partir del ELISA de interacción proteína-proteína. La 
ACO2 fue inmovilizada en la placa y la interacción se llevó a cabo en condiciones donde se observó la activación 
de ACO2 por FXN (en presencia de Fe2+ y DTT o solo DTT). Los pocillos blanco no tenían ACO2 inmovilizada o se 
usó BSA en lugar de FXN. No se detectó unión al usar BSA (nd). C) Unión máxima del ELISA de interacción.  

 

Este primer ensayo indica que la interacción de la ACO2 y la FXN es influenciada por la presencia de 

Fe2+, modulando la afinidad de la interacción en el sentido que su presencia incrementaría la 

afinidad entre ambas proteínas sin afectar la estabilidad del complejo una vez formado. 
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Para evidenciar si este efecto era observable por otro enfoque, se utilizó la anisotropía de 

fluorescencia para la evaluación de la formación del complejo ACO2-FXN. La técnica empleada se 

basa en el principio de que un fluoróforo excitado con luz polarizada produce una emisión 

parcialmente polarizada. La medida de anisotropía es una técnica sensible a factores que alteran la 

tasa de difusión rotacional de un fluoróforo y por tanto depende de la temperatura, la viscosidad 

de la solución y, particularmente para interés nuestro, del peso molecular del fluoróforo[97]. 

Cuando una proteína que tiene unido un fluoróforo se une a otra proteína, el aumento en el radio 

de giro del fluoróforo produce un aumento en la señal de anisotropía. El experimento realizado, en 

contraste con el ELISA de interacción proteína-proteína, consiste en evaluar interacción de las 

proteínas en solución. 

Se tituló, con ACO2, una cubeta que contenía 1 µM de FXN marcada con la sonda fluorescente Texas 

Red, en condiciones donde previamente se comprobó que ocurría la activación de la ACO2 por FXN 

(en presencia de Fe2+ y DTT).  

Los resultados revelaron un aumento de la anisotropía con la adición de ACO2, indicativo de la 

formación de un complejo FXN-Texas Red:ACO2, mientras que el posterior agregado de FXN sin 

marcar, volvió a reducir la anisotropía, producto del desplazamiento del equilibrio hacia la 

formación del complejo ACO2-FXN sin marcar y la liberación de la FXN-Texas Red (Figura 40A,B).  
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Figura 40. Interacción entre la ACO2 y la FXN evaluada por anisotropía de fluorescencia. A) Diagrama 
representativo del ensayo de anisotropía. 1) La FXN marcada con la sonda fluorescente Texas Red (TR) 
presenta un valor basal de anisotropía que es función de su radio de giro. 2) El agregado de ACO2 
promueve la formación del complejo ACO2-FXN(TR), aumentando el radio de giro y la señal de anisotropía. 
3) La titulación con FXN no marcada, desplaza la formación del complejo hacia el formado por la ACO2 y 
la FXN no marcada, liberando la FXN(TR) y llevando a una caída de la anisotropía. B) Curva de unión directa 
obtenida a partir de un experimento de anisotropía de fluorescencia midiendo la unión de FXN-Texas Red 
a ACO2 en presencia de DTT 10 mM. La reversibilidad de la unión se comprobó añadiendo FXN no marcada 
en una relación de 1:4.5 y 1:2.2 de FXN:ACO2. C) Cambio de anisotropía por adiciones puntuales de ACO2 
o FXN no marcada en ausencia o presencia de 200 μM de Fe2+. La FXN no marcada se añadió en una 
relación de 1:4 y 2:4 de FXN:ACO2 en ausencia de Fe2+, y 1:1 en presencia de Fe2+. 
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Además, como se muestra en la Figura 40C, en presencia de Fe2+, se observó un aumento de casi 

0.008 unidades de anisotropía al agregar ACO2 5 μM a FXN 1 μM marcada con TR, mientras que en 

ausencia de Fe2+ la adición de 20 μM de ACO2 aumentó la anisotropía en aproximadamente 0.006 

unidades. Esto implica que se necesitó más ACO2 para permitir la formación del complejo en 

ausencia de Fe2+.  

Estos datos sugieren, que la FXN interactúa, en solución, directamente con la ACO2 de forma 

favorecida por la presencia de Fe2+, y que la interacción ocurre en condiciones donde la ACO2 es 

capaz de recuperar su actividad catalítica tras la inactivación oxidativa. 

 

5.3.3. Estudios in silico de la interacción ACO2-FXN 

Habiendo obtenido sólida evidencia experimental para la interacción entre la ACO2 y la FXN, 

decidimos complementar el estudio de la interacción desarrollando un modelo estructural para un 

complejo 1:1 de ACO2:FXN, con el objetivo de obtener información de tipo estructural sobre este 

complejo. 

Como primer paso, utilizamos el AlphaFold2-Multimer[113] para generar modelos del complejo 

utilizando las secuencias de la ACO2 humana y la FXN (90-210) humana. Dado que esta herramienta 

utiliza información sobre la coevolución del par de proteínas a partir de un MSA (multiple sequence 

alignment), comparamos los complejos predichos de las proteínas WT con los complejos de las 

proteínas cambiando por alaninas los residuos de ácido glutámico y aspártico de la región ácida de 

la FXN (conocidas por conformar motivos de unión al hierro[150]). La secuencia 90-

LDETTYERLAEETLDSL-117 fue modificada a 90-LAATTYARLAAATLASL-117 (Figura 41).  

Los cinco modelos predichos para el complejo WT fueron similares, ya que todos posicionaron a la 

FXN junto a la cavidad de la ACO2 formada entre los dominios 3 y 4 (donde se encuentra dentro el 

centro Fe-S), y además tenían la región ácida orientada hacia la ACO2. Por otro lado, al utilizar la 

FXN con los residuos de la hélice ácida cambiados a alaninas, se observó que los modelos predichos 

difirieron en la ubicación relativa de la FXN con respecto a la ACO2, lo que implica que los residuos 

ácidos mutados parecen ser importantes para la interacción desde un punto de vista coevolutivo.  
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Figura 41. Complejos ACO2-FXN predichos por AlphaFold2-Multimer. Izquierda) Se representan los 5 
mejores modelos según el ranking realizado por el algoritmo de AlphaFold2-Multimer. Derecha) 
Superposición de los modelos. La ACO2 se encuentra coloreada por dominios con el mismo esquema de 
colores de la Figura 9. La FXN se encuentra representada según su estructura secundaria en verde y la 
región ácida de la misma se muestra en rojo o azul, en base a si es la FXN WT o la FXN con la región ácida 
mutada.  

 

Basándonos en esta información, desarrollamos un modelo de docking, con el objetivo de obtener 

un complejo más confiable y refinado, que además permitiera utilizar como estructuras de partida, 

estructuras de las simulaciones de DM realizadas para la [3Fe-4S]+-ACO2 y la [4Fe-4S]2+-ACO2, ya 

que ambas poseen características de apertura diferentes. 

Para esto, se utilizó el webserver HADDOCK 2.4[115] y se definieron como residuos participantes en 

la interacción aquellos que se encuentran en la región ácida de la FXN y los residuos localizados en 

la hendidura de la ACO2 (Figura 42).  
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Figura 42. Modelo de docking para el complejo ACO2-FXN. Modelo de docking predicho con el Servidor 
Web HADDOCK 2.4 para el complejo formado entre la ACO2 humana WT y la FXN humana WT (ID PDB: 
1EKG). Los modelos iniciales de ACO2 fueron obtenidos de la simulación de DM para ACO2 inactiva (A) o 
activa (B). La distancia desde el clúster Fe-S hasta la región de surco ácido de FXN es de 
~8 Å en (A) y ~22 Å en (B). Los dominios de ACO2 están coloreados como en la Figura 9. FXN está coloreada 
en verde con la región de surco ácido en rojo. En representaciones de primer plano, los residuos de ácido 
glutámico y ácido aspártico están coloreados en cian. Los modelos representados corresponden a 
estructuras representativas de los mejores clusters de estructuras predichos por HADDOCK cuyo ranking 
se encuentra en la Figura 43. 

 

El modelo del complejo para el estado inactivo y "abierto" de ACO2 muestra a la FXN posicionada 

dentro de la hendidura de la ACO2 con la región ácida orientada hacia el grupo Fe-S a una distancia 

de ~8 Å. En contraste, en el estado activo y "cerrado", la FXN no fue capaz de ingresar a la hendidura 

y acercarse al grupo Fe-S (~22 Å), principalmente porque este estado no expone el grupo Fe-S. El 

reemplazo de los residuos ácidos de la región ácida no afectó mucho la estructura del complejo, 

pero mostró un aumento del puntaje HADDOCK (mayor energía de unión predicha) en comparación 

con los complejos WT (Figura 43). 
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Figura 43. Puntaje HADDOCK para los 5 conjuntos de complejos predichos. El puntaje HADDOCK, que toma 
en cuenta la energía de Van der Waals, la energía electrostática intermolecular, la energía de 
desolvatación empírica y la energía Ambiguous Interaction Restraints (AIR), se graficó para el complejo 
wild type (WT) y para el complejo con la FXN mutada en la región ácida. Los puntajes se muestran también 
según el estado de la ACO2. 
 

En conclusión, toda la evidencia aquí presentada sugiere la existencia de una interacción física entre 

la ACO2 y la FXN, que además depende de la presencia de Fe2+ favoreciendo la misma. La evidencia 

obtenida incluye los ensayos de activación de la ACO2 inactivada oxidativamente, variadas técnicas 

espectroscópicas, ELISA de interacción proteína-proteína y estudios in silico sustentados en la 

coevolución, geometría, complementariedad de superficies, afinidad de unión, potenciales 

energéticos coevolución y potencial energético. El rol de la FXN en el proceso de reactivación de la 

ACO2 se esquematiza en la Figura 44. 

En la literatura, el rol de la FXN promoviendo la actividad de la ACO2 se ha apreciado en 

cardiomiocitos de ratones tratados con doxorrubicina, que mostraron una reducción del 50% en la 

expresión de la FXN, acumulación de hierro libre, aumento de la formación de ROS mitocondriales 

y una reducción del 40% en la actividad de la ACO2[151]. Además, los hígados de ratones knock-out 

para HIF-2α, que presentaron una reducción en la expresión de la FXN (<50% del WT), mostraron 

una reducción significativa en la actividad de la ACO2 (45%), a pesar de que la expresión de la ACO2 

era mayor que en el WT[152]. En biopsias cardíacas obtenidas de pacientes con FRDA, la ACO2 fue 

la actividad más afectada entre otras proteínas Fe–S, lo que sugiere que tanto la biosíntesis como 

la reconstitución del clúster podrían estar comprometidas[78]. 

Por otra parte, se ha reportado, que la FXN podría interactuar con la superóxido dismutasa 2 (SOD2), 

pudiendo llegar a formar un complejo que deja la región de unión a metales de la FXN expuesta al 

solvente[153]. Debido a esto, y a la sensibilidad de la ACO2 al O2
•¯, existe la posibilidad de la 

formación un complejo trimérico que podría favorecer el estado activo de la ACO2, al protegerla de 

la inactivación oxidativa. 
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Figura 44. Diagrama de la inactivación y reactivación mediada por FXN de la ACO2. La [4Fe-4S]2+-ACO2 
activa puede ser oxidada por ROS o RNS, llevándola a un estado [3Fe-4S]+-ACO2 inactivo con la liberación 
de un átomo de Fe2+. La chaperona de hierro FXN, que también participa en la biosíntesis de novo de 
grupos Fe-S en las mitocondrias, es capaz de promover la reactivación de la ACO2 en presencia de agentes 
reductores como ácido ascórbico, glutatión o cisteína. Este proceso contribuye al mantenimiento de un 
estado estacionario entre el ACO2 activa e inactiva y puede modificar el metabolismo celular. 
 

Como perspectiva, se pretende realizar simulaciones de DM para el complejo ACO2:FXN, pero 

tomando como punto de partida distintos modelos de docking refinando los residuos participantes 

en la interacción en base a datos experimentales, por ej. obtenidos de NMR. Además de esto, se 

pretende considerar la presencia del Fe2+ unido a la FXN en la interacción con la [3Fe-4S]+-ACO2 

inactiva. En caso de la obtención de resultados favorables, también se buscará estudiar el impacto 

de las modificaciones postraduccionales en las propiedades del complejo, ya que, por ejemplo, 

algunas de las acetilaciones reportadas en la ACO2, como la Lys258, se encuentran localizadas en la 

región donde la interacción con la FXN parece estarse llevando a cabo.  
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5.4. Roles y aplicación del análisis de la ACO2 en modelos celulares 

La ACO2 desempeña un papel esencial en el metabolismo de los ácidos tricarboxílicos y la 

generación de energía celular, por lo que entender cómo se regula y cómo varía su actividad en 

diferentes contextos puede proporcionar información sobre su implicancia en procesos celulares 

claves, como el metabolismo energético, la respuesta al estrés oxidativo y la senescencia celular. A 

su vez, la ACO2 ha sido asociada con una variedad de enfermedades y condiciones, incluidas las 

enfermedades neurodegenerativas, el cáncer y la infertilidad (ver Introducción). Además de esto, el 

estudio de la ACO2 en estos contextos celulares permite validar los resultados obtenidos in vitro y 

permite confirmar su relevancia fisiológica. 

En particular utilizamos dos modelos celulares diferentes que tienen en común un aumento de las 

especies oxidantes para evaluar el impacto de la actividad aconitasa o de la inactivación de la misma 

en el metabolismo mitocondrial y en el flujo de citrato hacia el citosol. 

 

5.4.1. La ACO2 en un modelo de senescencia celular inducida por el oncogén RAS 

La senescencia celular es un estado celular permanente inducido por diversos estímulos estresantes 

que involucra la detención del ciclo celular (revisado en[154]). Este proceso fue descrito en primer 

lugar por Leonard Hayflick en su estudio sobre el crecimiento de fibroblastos humanos in vitro, 

donde se observó que, entre los 40 y 60 ciclos de replicación, las células presentan una disminución 

en el potencial proliferativo, llegando a la detención total (senescencia replicativa). Se ha postulado 

que esto es causado por el acortamiento de los telómeros en cada ciclo de división. Otros estímulos 

que pueden llevar a las células al estado de senescencia incluyen el daño al ADN, la activación de 

oncogenes, el estrés oxidativo, la quimioterapia y la disfunción mitocondrial, entre otros[154].  

Además, estas células suelen presentar: activación de las vías de respuesta al daño en el ADN, 

alteraciones morfológicas (mayor tamaño y forma irregular), integridad nuclear comprometida, 

aumento de contenido lisosomal (el cual permite detectar estas células mediante el ensayo de la  

β-galactosidasa), mitocondrias grandes y disfuncionales que producen niveles elevados de ROS, 

entre otras características[155]. 

La proteasa mitocondrial Lon es crucial para mantener la funcionalidad mitocondrial y su deficiencia 

se asocia con un incremento de proteínas carboniladas en modelos de envejecimiento, una de las 

cuales es la ACO2[135]. Por otra parte, en una línea de fibroblastos pulmonares humanos en los que 

se alcanza la senescencia por replicación celular, se observa un aumento marcado de carbonilos 
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proteicos acompañándose de una disminución significativa en la expresión de la proteasa Lon en la 

mitocondria y la falta de inducción de esta proteasa frente a estímulos oxidativos a diferencia de lo 

que ocurre con cultivos celulares jóvenes[134]. Además, los cambios metabólicos que ocurren en 

células senescentes están relacionados con cambios en el metabolismo lipídico, y podrían llevar a 

una modificación de los patrones de acetilación proteico de los distintos compartimentos 

celulares[155]. El modelo celular de senescencia parece ser indicado para estudiar las 

modificaciones de la ACO2 y las consecuencias funcionales que de ellas se originan. 

En esta parte del proyecto se colaboró con el grupo de la Dra. Celia Quijano y la Dra. Inés Marmisolle, 

quienes poseen amplia trayectoria en el estudio de la senescencia celular. Particularmente, la 

colaboración fue ideada a partir de que se encontraban trabajando en un modelo de senescencia 

celular inducido por el oncogén RAS, el cual presenta mayores niveles de oxidación de la sonda 

diclorofluoresceína (DCF) y menores niveles de glutatión, indicando como se muestra en la 

literatura[156], un aumento de los niveles intracelulares de ROS. Desde el punto de vista de la 

metabolómica de estas células, las mismas presentan niveles disminuidos de α-cetoglutarato y 

mayores niveles de succinato, malato y fumarato. La caída en α-cetoglutarato podría deberse a una 

disminución en la actividad de la ACO2.  

El primer paso en la colaboración fue poner a punto un protocolo para lograr medir la actividad 

aconitasa en estas células tras la realización de un fraccionamiento subcelular. El protocolo final 

obtenido se encuentra presentado en la sección Materiales y métodos.  

Posteriormente, se evaluó la actividad aconitasa en las fracciones citosólicas y mitocondrial en 

fibroblastos senescentes y en fibroblastos control (Figura 45) para medir las actividades 

correspondientes a las ACO1 y ACO2. Para esto se siguió la formación de cis-aconitato utilizando 

isocitrato como sustrato. Posterior a la medida de actividad, se adicionó fluorocitrato (inhibidor 

irreversible de la ACO2) para evaluar que la actividad medida efectivamente sea de la ACO1/ACO2 

(Figura 45A). La diferencia entre las pendientes sin fluorocitrato y con fluorocitrato fue el valor 

definido como actividad aconitasa. Se determinó que la actividad de la ACO2 en la fracción 

mitocondrial estaba reducida en un 43% respecto al control, mientras que para la actividad 

aconitasa medida en el citosol no se encontraron diferencias. Estos resultados indican que la 

producción de O2
•¯ es de origen mitocondrial. 
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Figura 45. Evaluación de la actividad aconitasa en fibroblastos senescentes. A) La actividad aconitasa 
(tanto en mitocondria como en citosol) fue determinada siguiendo la formación de cis-aconitato a partir 
de isocitrato. La actividad considerada fue la diferencia entre la pendiente en ausencia y presencia de 
fluorocitrato 35 µM. Se muestra una medida representativa realizada en la fracción mitocondrial. B) 
Resultados de medida de actividad en las fracciones subcelulares de células control y RAS. Los datos 
fueron analizados por un ANOVA de dos vías y la corrección por comparaciones múltiples se realizó por el 
método de Sidak. *p = 0.0015. C) Western blot realizado para evaluar los niveles de ACO2 en mitocondrias. 
D) Las fracciones mitocondriales fueron incubadas en un vial anaeróbico bajo atmósfera de argón durante 
30 minutos en presencia de DTT 10 mM y Fe2+ 100 µM. La consistencia de proporción reactivada fue 
evaluada mediante una prueba t para datos pareados (ratio paired t test). El promedio de recuperación 
de actividad fue de (16 ± 1)%. *p = 0.0144. E) Proporciones de ACO2 activa e inactiva relativas al nivel de 
proteína. 
 

 

Por otra parte, la determinación de los niveles proteicos de ACO2, mostró una reducción de 33% en 

las células RAS en comparación al control (Figura 45C). Esto podría explicarse porque la ACO2 

modificada oxidativamente es sustrato de la proteasa mitocondrial Lon[135]. 

Debido a la reacción selectiva del O2
•¯ con la [4Fe-4S]2+-ACO2, la razón entre las concentraciones de 

ACO2 inactiva y activa se puede utilizar como una forma indirecta de cuantificar el O2
•¯ en estado 

estacionario en células y mitocondrias[20]. La razón de los niveles de O2
•¯ entre las células RAS y 

controles, puede ser calculada mediante la siguiente ecuación: 

[O2
•−]RAS

[O2
•−]Ctrl

=

(
[3Fe-4S]+-ACO2
[4Fe-4S]2+-ACO2

)
RAS

(
[3Fe-4S]+-ACO2
[4Fe-4S]2+-ACO2

)
Ctrl

. 
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Además, tanto los reportes de nuestro grupo como los reportes de la literatura, indican que la 

constantes de reacción de segundo orden entre la ACO2 y el O2
•¯ (k2), se encuentra en el rango de 

0.8 x 107 a 2.3 x 108 M-1s-1[20]. Esto permite calcular la concentración absoluta de O2
•¯ en estado 

estacionario utilizando la siguiente ecuación: 

 
𝑘2[O2

•−][[4Fe-4S]2+-ACO2] = 𝑘[[3Fe − 4S]+-ACO2], 
 

donde la k representa la constante de pseudoprimer orden para la reactivación. Al no contar con 

esta constante para este tipo celular en particular, se puede utilizar el valor reportado para células 

A549 de carcinoma de pulmón humano (k = 0.0014 s-1[142]).  

Considerando la reactivación de la ACO2 en células senescentes (Figura 45D), y tomando que en las 

células control se puede utilizar el valor reportado en bibliografía para células de mamífero (10% de 

ACO2 inactiva)[20], y al aplicar la ecuación antes mencionada, se puede estimar un incremento de 

(40 ± 20)% en la producción de O2
•¯ en estado estacionario. De acuerdo con estos resultados, los 

niveles intracelulares de oxidantes, determinados midiendo la oxidación de clorometil-2',7'-

diclorodihidrofluoresceína (CM-H2DCF) a la sonda fluorescente clorometil-2',7' diclorofluoresceína 

(CM-DCF), se incrementó en promedio 2 veces (no mostrado, Marmisolle, I, trabajo en revisión). 

 

5.4.2. Estudio de la ACO2 en el proceso de capacitación espermática 

La capacitación de la célula espermática en mamíferos es un proceso crítico que ocurre en el tracto 

reproductivo femenino, involucrando cambios bioquímicos, morfológicos y del patrón de motilidad 

(movimiento), que permite a estas células adquirir la capacidad de fertilizar un ovocito[157,158]. 

Aunque es un campo que ha sido estudiado ampliamente, todavía no hay conclusiones definitivas 

sobre los mecanismos bioquímicos de este proceso. Se ha prestado especial atención al papel de las 

mitocondrias en la capacitación, ya que el aumento de la función mitocondrial contribuye a la 

hiperactivación espermática (cambios en los patrones de motilidad) y la fertilización[119,159,160]. 

Las mitocondrias también son importantes en la producción de energía y el metabolismo del calcio, 

pero también pueden generar ROS que, en exceso, pueden dañar los espermatozoides y contribuir 

a la infertilidad masculina[161], sin embargo, su contribución en condiciones normales y patológicas 

aún es controversial ya que hay reportes contradictorios.  
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Este trabajo se desarrolló en colaboración con el grupo de las Dras. Rossana Sapiro y Adriana 

Cassina, y forma parte del proyecto de Doctorado de la Ing. Pilar Irigoyen. Mediante el análisis de 

muestras de donantes normozoospérmicos (sin alteraciones que indiquen problemas de calidad 

espermática o infertilidad masculina), determinaron que los espermatozoides capacitados (CAP) 

presentan un mayor índice de control respiratorio (respiratory control ratio, RCR: respiración 

máxima/ fuga de protones (proton leak)[118,162]) respecto a los no capacitados (NC), siendo esto 

indicativo de una actividad mitocondrial incrementada. Adicionalmente, las células CAP exhiben 

mayor consumo de oxígeno en presencia de antimicina A (AA), compuesto que inhibe el flujo de 

electrones del complejo III a nivel del ciclo de la coenzima Q, favoreciendo la formación de O2
•¯. 

Además, los espermatozoides CAP producen 3 veces más H2O2 extracelular en comparación a los 

NC, sin embargo, esto no conlleva un aumento en el daño oxidativo observable mediante un 

anticuerpo anti-4-hidroxinonenal (HNE) (marcador de peroxidación lipídica) ni por la caída de 

actividad de la SDH.  

Nuestra participación en el trabajo fue con el objetivo de determinar si el H2O2 formado tenía como 

fuente el O2
•¯ mitocondrial. Para esto, utilizamos un método similar al utilizado en el modelo de 

senescencia celular presentado en la sección anterior.  

En primera instancia, fue necesario poner a punto un protocolo para poder medir la actividad 

aconitasa en estas células. A diferencia de lo realizado en el modelo de senescencia celular, aquí se 

optó por no realizar el fraccionamiento subcelular ya que 1) del total de actividad aconitasa en el 

lisado celular total, la actividad específica correspondiente a la ACO1 es menor (Figura 45B, modelo 

de senescencia celular), y 2) en particular, los espermatozoides tienen muy poco citosol, por lo que 

resulta razonable asumir que el total de actividad aconitasa en estas células corresponda a la ACO2. 

Para lograr la lisis y medida de actividad aconitasa en estas células se probaron distintos protocolos 

y técnicas (Figura 46).  
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Figura 46. Técnicas utilizadas para lograr la lisis y medida de actividad aconitasa en células espermáticas.  

 

Para nuestra sorpresa, ni la lisis química, la lisis con jeringa o la homogenización con un Potter-

Elvenhem fueron capaces de lisar las células, y solamente fue posible detectar actividad aconitasa 

cuando las células fueron lisadas por sonicación y posteriormente incubadas con Tritón X-100 0.5% 

durante 20 min (Figura 47A). La lisis en todos estos casos fue verificada por microscopía.  

Una vez lograda la lisis, se realizaron diversos controles para verificar las propiedades del protocolo. 

Primeramente, se comprobó que, entre distintos donantes, al utilizar un mismo número de células, 

se detectaba una actividad similar (Figura 47B). Posterior a esto, se estudió la relación entre la 

actividad ACO2 y el número de células con el objetivo de identificar un rango donde esta relación 

sea lineal y poder tomar decisiones dependiendo del número de células obtenidas de cada donante 

(Figura 47C-D). En el rango explorado de 2 a 14.5 millones de células lisadas se identificó este rango 

lineal, por lo que todas las medidas siguientes continuaron siendo realizadas con un número de 

células dentro de este rango. 
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Figura 47. Puesta a punto del protocolo para medida de actividad aconitasa en células espermáticas. A) 
Medidas de actividad aconitasa en lisados de células espermáticas NC realizadas con el ensayo acoplado 
a la IDH. Se destaca la importancia de la incubación con tritón 0.5% en el protocolo de lisis de 
espermatozoides (7 millones de células). B) Comparación de lisados de dos donantes diferentes con igual 
número de espermatozoides (4.4 millones de células). C) Dependencia de la actividad aconitasa respecto 
al número de espermatozoides. D) Pendientes del panel C graficadas en función del número de 
espermatozoides. La actividad aconitasa fue medida mediante un ensayo acoplado a la IDH.  

 

A continuación, ya que el cambio en la actividad aconitasa puede deberse a una disminución de la 

fracción de ACO2 activa, o a una disminución en los niveles de la proteína (Figura 48A), realizamos 

la cuantificación de la ACO2 en los donantes mediante western blot. Aquí se observó por western 

blot que los espermatozoides CAP presentan en promedio un 65% menos de ACO2 respecto a los 

NC (Figura 48B,C), mientras que la actividad ACO2 solo se reduce en un 24% (Figura 48D). Por otra 

parte, la normalización de la actividad aconitasa respecto a la relación anti-ACO2/anti-TUB no 

presentó cambios significativos entre espermatozoides CAP y NC (Figura 48E), lo que implicaría que 

la ACO2 que se logra medir posee el mismo nivel de actividad en ambas condiciones (no parecen 

haber modificaciones postraduccionales que modifiquen su actividad).  

Ya que al medir actividad aconitasa en las células logramos medir solamente la fracción de ACO2 

activa y no la actividad de la ACO2 total, realizamos la incubación de los lisados de células NC y CAP 

con Fe2+ y DTT en anaerobiosis tal como se realizó para la ACO2 aislada. Tras esto, se observaron 

incrementos de la actividad de la ACO2 de en promedio un 71% y 140% respectivamente (Figura 
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48F,G). A diferencia del modelo de senescencia celular, donde se estimó un 10% de ACO2 inactiva 

en células control, aquí usamos el valor obtenido experimentalmente debido a que la cantidad de 

muestras obtenidas fue suficiente. 

A partir de estos datos, fue posible calcular para cada donante la fracción de ACO2 activa e inactiva. 

Los promedios observados se encuentran representados en la Figura 48H.  

 
 

Figura 48. Inactivación de la ACO2 en el proceso de capacitación espermática. A) La [4Fe-4S]2+-ACO2 
reacciona rápidamente con superóxido, lo que la lleva al estado ACO2-[3Fe-4S]+- inactivo. En presencia de 
Fe2+ y DTT bajo flujo de argón, se puede recuperar la actividad completa. La ACO2 oxidada (entre otras 
modificaciones) es un blanco de la proteasa mitocondrial Lon. B, C) Cuantificación de la ACO2 en células 
espermáticas determinadas mediante western blot. Se utilizó la tubulina como control de carga. D) La 
actividad aconitasa en lisados de muestras de espermatozoides se midió mediante el ensayo acoplado 
utilizando IDH. E) Actividad de aconitasa normalizada respecto a la cuantificación de la ACO2. F, G) 
Actividad aconitasa normalizada de células espermáticas NC y CAP antes y después de la incubación con 
100 μM de Fe2+ y 10 mM de DTT bajo flujo de argón durante 30 min. R: Reactivado. H) Proporciones de 
ACO2 activa e inactiva en relación con los niveles de proteína de ACO2. ns = p > 0.050, *p < 0.05, **p < 
0.01. 
 

Ya que en estas células se observó un aumento en el RCR y una disminución en la actividad ACO2, 

nos propusimos estudiar el rol de la ACO2 en el flujo metabólico del ciclo de Krebs y la cadena 
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respiratoria, como nuestro grupo ya ha estudiado anteriormente para distintos tejidos de rata[60]. 

El fluorocitrato fue utilizado para realizar una titulación y así evaluar el control ejercido por la ACO2 

en la respiración celular. La respiración controlada por la ACO2 fue evaluada utilizando citrato y ADP 

como sustratos (Figura 49A), y posteriormente titulando con fluorocitrato hasta observar inhibición. 

La especificidad de la inhibición se confirmó recuperando la respiración por agregado de isocitrato. 

Debido a limitaciones con el número de donantes y cantidad de muestra necesaria para realizar los 

ensayos no pudimos llevar a cabo una titulación completa de fluorocitrato para obtener un umbral 

exacto de inhibición y los coeficientes de control ejercidos por ACO2 en células espermáticas, como 

se hizo anteriormente para mitocondrias de rata[60]. Sin embargo, la Figura 49C muestra que el IC50 

para la inhibición de la ACO2 por fluorocitrato podría determinarse en lisados de células no 

capacitadas y es de 5.3 μM, similar a lo reportado para diferentes tejidos de rata. Como se muestra 

en la Figura 49B, el consumo de oxígeno de las células no capacitadas disminuye solo en promedio 

un 42 ± 2% cuando ACO2 está inactivada en un 90% a la misma concentración de fluorocitrato  

(22.5 μM).  

En conjunto, estos experimentos descartan el papel de la ACO2 ejerciendo control del flujo sobre la 

respiración en células espermáticas humanas, similar a lo observado en tejidos como hígado o riñón 

de rata y contrastando con otros tejidos como cerebro y corazón, donde bajos niveles de inhibición 

de la ACO2 impacta significativamente en el flujo de electrones del ciclo de Krebs y la respiración 

mitocondrial[60].  

Como se mencionó en la Introducción, se ha reportado que la sialilación de la asparagina 612 de la 

ACO2, por lo menos en ratones, es el posible mecanismo detrás del switch que realizan los 

espermatozoides de un metabolismo dependiente de la fosforilación oxidativa a uno glucolítico 

durante la capacitación. Hasta ahora, esto no ha sido reportado en humanos ni en ningún otro tipo 

celular. En dicho reporte, la actividad de la ACO2 se ve disminuida aproximadamente en un 20%. 

Extrapolando estos resultados, si la inhibición de la ACO2 fuera de esa magnitud en humanos, no se 

apreciaría una modificación, por lo menos en lo que refiere a la función mitocondrial. La 

profundización de la caracterización de las modificaciones postraduccionales en la ACO2 humana 

será un aspecto a indagar en futuros proyectos del grupo. 
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Figura 49. Consumo de oxígeno mitocondrial inducido por la aconitasa en espermatozoides humanos no 
capacitados. A) Experimento representativo de respirometría de alta resolución en espermatozoides 
permeabilizados con digitonina en presencia de concentraciones crecientes de fluorocitrato.  
DIG = Digitonina (22.5 μM), MAL/CIT = Malato/Citrato (2 mM/10 mM), ADP = Adenosín difosfato  
(1.25 mM), FLU = Fluorocitrato (7.5, 15 y 22.5 μM), ICT = Isocitrato (5 mM) y AA = Antimicina A (2.5 μM). 
B) Disminución en el consumo de oxígeno en presencia de 22.5 μM de fluorocitrato (N = 5). C) Actividad 
aconitasa en células espermáticas como porcentaje del control en diferentes concentraciones de 
fluorocitrato. IC50 = concentración de fluorocitrato necesaria para reducir la actividad de la aconitasa en 
un 50% (N = 3). Los resultados se expresan como media ± SEM. Se utilizó una prueba de Mann-Whitney 
pareada para evaluar la significación estadística entre ADP vs. FLU y FLU vs. ICT. **p < 0.01. 
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6. Conclusiones 

Este trabajo describió por primera vez la expresión, purificación y caracterización de la ACO2 

humana, incluyendo sus parámetros cinéticos, las constantes de reacción de segundo orden con 

oxidantes de relevancia biológica y su dinámica estructural mediante estudios in silico, validando 

resultados previos inferidos para la ACO2 humana a partir de homólogos de otras especies. En la 

Figura 50 se resumen estos y algunos más de los principales hallazgos presentados en este trabajo. 

 
Figura 50. Caracterización y regulación redox de la ACO2 humana. En negro, hallazgos previos sobre la 
ACO2 realizados por nuestro grupo de investigación u otros. En azul, hallazgos realizados durante el 
desarrollo de esta tesis. La ACO2 puede ser inactivada por ROS y RNS. En este trabajo se determinaron las 
constantes de reacción entre la ACO2 humana y algunos de estos oxidantes de relevancia biológica. Se 
caracterizaron además las diferencias estructurales y dinámicas entre la [4Fe-4S]2+-ACO2 y la  
[3Fe-4S]+-ACO2, incluyendo el cambio en el nivel de apertura de la ACO2, la exposición del centro Fe-S y 
el cambio en las Tm de desplegado. Se determinaron los parámetros cinéticos de la ACO2 y se asociaron 
con la afinidad por sus sustratos. Finalmente, se presentó evidencia que respalda la existencia de una 
interacción entre la ACO2 y la FXN, promoviendo esta última la reactivación de la ACO2 inactivada 
oxidativamente. Esta interacción fue Fe2+-dependiente y además se sustentó la viabilidad del complejo 
ACO2-FXN mediante modelos de predicción de complejos (AF2) y docking (HADDOCK).  
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Numerosas técnicas espectroscópicas como la espectrofotometría, el dicroísmo circular y la 

fluorescencia, fueron utilizadas para revelar diferencias estructurales entre la [3Fe-4S]+-ACO2 y la 

[4Fe-4S]2+-ACO2, incluyendo, para la primera, una mayor susceptibilidad al desplegamiento térmico 

y una mayor exposición de regiones hidrofóbicas. Esto junto a los estudios de DM comparativa entre 

los dos estados de la ACO2, indicaron que la [3Fe-4S]+-ACO2 alcanza una conformación 

principalmente más abierta, con mayor exposición del centro Fe-S inactivo, lo que permitiría el 

acercamiento de un partner proteico que colabore con su reactivación. 

Además, se presentó numerosa evidencia que sustenta el rol de la FXN como ese partner proteico. 

El modelado del complejo ACO2:FXN y el docking proteína-proteína proponen un complejo donde 

la región de unión a iones metálicos de la FXN se acerca al clúster [3Fe–4S]+ a distancias que hacen 

viable la transferencia del Fe2+ para permitir la reactivación de la ACO2. Estas predicciones fueron 

sustentadas experimentalmente mediante técnicas de espectrofotometría, anisotropía de 

fluorescencia, ELISA de interacción proteína-proteína y ensayos de reactivación de la  

[3Fe-4S]+-ACO2, mostrando la viabilidad de este complejo en condiciones apropiadas y de forma 

favorecida por la presencia de Fe2+. Este trabajo confirmó que la FXN es capaz de promover la 

actividad ACO2 no solo durante la maduración de los centros Fe-S, sino también mediante la 

reactivación de la ACO2 oxidada.  

Por otra parte, se logró estimar el aumento en la producción de O2
•¯ al utilizar la medida de actividad 

de la ACO2 en dos contextos celulares: 1) el modelo de senescencia celular inducida por el oncogén 

RAS (Figura 51) y 2) células espermáticas transcurriendo el proceso de capacitación espermática 

(Figura 52). En ambos modelos, había sido reportado previamente un incremento de la producción 

de ROS, y la aplicación del método de medida de la actividad de la ACO2 permitió una estimación 

directa del nivel de O2
•¯ mitocondrial.  

En condiciones normales, en la mayoría de los tejidos de mamífero, la ACO2 se encuentra en 

equilibrio entre su forma [4Fe-4S]2+ activa y su forma [3Fe-4S]+ inactiva, en una relación de 9:1. La 

oxidación de la [4Fe-4S]2+-ACO2 lleva a la pérdida del Feα esencial para la catálisis, pero este proceso 

puede ser revertido ante el agregado de Fe2+ y la presencia de un agente reductor. Sólida evidencia 

obtenida en este trabajo indica que el Fe2+ es capaz de ser donado por la FXN, proteína capaz de 

funcionar como chaperona de hierro. En condiciones de estrés oxidativo, otros aminoácidos de la 

ACO2 pueden ser oxidados llevando a la ACO2 a un estado sobreoxidado donde la misma se vuelve 

un potencial blanco de la Lon proteasa, lo que la lleva a la degradación. Alternativamente, la 

inestabilidad de la ACO2 inactiva y oxidada puede llevarla a un estado agregado.  
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Figura 51. Rol de la ACO2 en el metabolismo energético de la célula con senescencia inducida por el 
oncogén RAS. La oxidación de glucosa y ácidos grasos se encuentra aumentada en este modelo, resultando 
en la formación de acetil-CoA. El acetil-CoA, se condensa con oxalacetato formando citrato (sustrato de 
la ACO2), que puede ser oxidado en el ciclo de Krebs o exportado al citosol y regenerando el acetil-CoA. 
Dado que la síntesis de lípidos está inhibida en estas células, el acetil-CoA puede redirigirse y participar 
en otras reacciones, como la acetilación de lisinas en proteínas. Las enzimas y las vías donde se encontró 
evidencia de un aumento de la actividad se muestran con una flecha roja, y aquellas donde se detectó 
una menor actividad se indican con una flecha azul. Adicionalmente estas células presentaron una mayor 
producción de superóxido mitocondrial (40±20)%, lo cual fue revelado por el método de la ACO2. ACC: 
acetil-CoA carboxilasa; ACLY: ATP-citrato liasa; PDH: complejo piruvato deshidrogenasa. 
 

 
Figura 52. Metabolismo oxidativo mitocondrial en la capacitación espermática. Durante la capacitación 
espermática en humanos, la función mitocondrial aumenta, acompañada de una producción de H2O2 
extracelular tres veces mayor. La hiperactivación y la reacción acrosómica ocurren sin que haya signos de 
daño por estrés oxidativo en los espermatozoides. La mitocondria aporta al H2O2 detectado en el medio 
extracelular, ya que la misma produce O2

•¯, el cuál fue cuantificado mediante el método de la ACO2. Los 
datos indican que el aumento en la función mitocondrial juega un papel en la generación de este radical, 
contribuyendo en la modulación de la capacitación espermática 
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