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RESUMEN

TiITULO: ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE (R) Y (S)-CARVONA,
SOBRE EL METABOLISMO ENERGETICO MITOCONDRIAL*

AUTORA: Viviana Andrea Salamanca Villamizar**

PALABRAS CLAVE: Carvona, fosforilacion oxidativa, Lippia Alba, actividad enziméatica.

RESUMEN

La identificacién de los componentes mayoritarios del aceite esencial y extractos de Lippia alba
han permitido establecer una lista de sustancias quimicas con actividad farmacolégica destacable
que le atribuyen a la planta propiedades antisépticas, antifingicas y antibacteriales de gran interés

farmacolégico.

En este trabajo, se centra el estudio en la accion de la (R) y (S)-carvona, sobre el proceso de

fosforilacion oxidativa que ocurre en la mitocondria.

Para determinar el efecto de los metabdlitos sobre el proceso de fosforilacion oxidativa se usaron
mitocondrias aisladas de higado de rata WISTAR, suspendidas en medio compuesto por HEPES
10 mmol.L™ (pH 7.4), EGTA 0.1 mmol.L™, manitol 125 mmol.L™, KCI 65 mmol.L™. La respiracién
mitocondrial se indujo con la adicién de glutamato 5 mmol.L™- malato 2,5 mM o succinato de
sodio 3 mmol.L?, Pi 1.6 mmol.L* e ADP 0.6 mmol.L". La R y S-Carvona se adicionaron en
diferentes concentraciones con una previa incubacién de dos minutos con la proteina mitocondrial

antes de inducir la respiracion mitocondrial.

Los resultados obtenidos sugieren que la (R) y (S)-carvona presentan actividad enzimética
significativa sobre la cadena de transporte de electrones, inhibiendo las enzimas NADH oxidasa,
Succinato oxidasa y Succinato citocromo c¢ reductasa. Las cuales cumplen papeles primordiales en
la respiracion y produccion de energia en la célula. Esta actividad pone en evidencia la accién de

estos metabdlitos como posible farmaco.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Stelia Carolina Mendez Sanchez,
Ph.D.



ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE MECHANISM OF ACTION OF R-CARVONE AND S-CARVONE, MAJOR
METABOLITES OF Lippia alba (MILL) N.E BROW’S ESSENCIAL OIL, IN THE MITOCHONDRIAL
ENERGY METABOLISM

AUTHOR: Viviana Andrea Salamanca Villamizar

KEY WORDS: Carvone, oxidative phosphorylation, Lippia Alba, enzyme activity.

DESCRIPTION

Identification of the major components of Lippia Alba’s essential oil and extracts have allowed to
establish a list of chemical compounds with remarkable pharmacological activity, giving antiseptic,
antifungal and antibacterial properties of great pharmacologic interest to the plant. This study
focuses on the mechanism of action of R-carvone and S-carvone, major metabolites in the

mitochondrial oxidative phosphorylation process.

Male Wistar rats were sacrificed to determine the effect of the metabolites in the oxidative
phosphorylation process, the liver was pulled out and the mitochondria were isolated, an incubation
medium was used composed by 10 mmol.L™ HEPES (Ph 67.4), 0.1 mmol.L™ EGTA, 125 mmol.L™*
manitol, 65 mmol.L™* KCI, and mitochondrial respiration was induced by adding 5 mmol.L"1 sodium
glutamate, 3 mmol.L" sodium succinate, 1.6 mmol.L™ Pi and 0.6 mmol.L™ ADP. Different
concentrations of R-carvone and S-carvone were added with a prior two minutes incubation time

with the mitochondrial protein before inducing mitochondrial respiration.

The results suggest that the R-carvone and S-carvone have an important enzyme activity, acting as
complex | and Il inhibitors in the oxidative phosphorylation and also as enzyme inhibitors of the
NADH dehydrogenase, NADH-cytochrome ¢ reductase, NADH oxidase, succinate dehydrogenase,
succinate cytochrome c¢ reductase and succinate oxidase, which fulfill primary roles on the cell
respiration and energy production processes. This activity demonstrates the action of these

metabolites as potential drugs/medications.

xDegree work.

** Science Faculty. School of Chemistry. Director: Stelia Carolina Mendez Sanchez, Ph.D.
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INTRODUCCION

La especie Lippia alba registra propiedades farmacoldgicas importantes para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas por lo cual se ha despertado un
creciente interés en su actividad como posible farmaco. La identificaciéon de los
componentes mayoritarios del aceite esencial y extractos de Lippia alba permitieron
establecer una lista de sustancias quimicas con actividad biolégica destacable que le
atribuyen a la planta propiedades antisépticas, antifingicas y antibacteriales de gran
interés farmacologico. (Pascual, Carretero & Sanchez, 2001; Bailleul & Hennebel , 2008).

Este estudio se centra en la accion de dos metabolitos mayoritarios del aceite esencial de
Lippia alba, la R y S-Carvona, sobre el proceso de fosforilacion oxidativa que ocurre en la

mitocondria.

La mitocondria lejos de ser una simple fabrica de ATP, alberga en su interior moléculas
de naturaleza proteica que una vez liberadas al citoplasma son capaces de activar
cascadas de sefializacion que conducen a la muerte de la célula (Kroemer et al., 2000).
Es gracias a estas propiedades que se ha aumentado el estudio de farmacos que
modulan las funciones mitocondriales, porque permitira un mejor abordaje terapéutico de
un conjunto de patologias, entre las que podemos destacar las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, la de Parkinson, la esclerosis y
las encefalopatias transmisibles (Green & Reed, 1998). Es debido a la importancia que,
en el campo de la Farmacologia, esta adquiriendo el estudio de la mitocondria se ha
producido un gran avance en el desarrollo de técnicas bioquimicas que permiten el
estudio de la accion de farmacos sobre esta organela. Se dispone de técnicas tanto in
situ, en las que las mitocondrias se encuentran dentro de células intactas; como de

mitocondria aislada que requieren la purificacién de las mismas (Vergun et al., 2003).

Por esta razén, el grupo de investigacion en Bioquimica y Microbiologia, contribuye al
conocimiento del mecanismo de accidén del aceite esencial de Lippia alba, y en este
proyecto se estudio el mecanismo de accidn que ejerce la R y S-Carvona (dos de sus
metabolitos secundarios mayoritarios) sobre el proceso de fosforilaciéon oxidativa, en

mitocondrias de higado de rata Wistar.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En general todas las areas de investigacién buscan el mejoramiento de algun aspecto de
la vida humana, pero tal vez el mas importante sea el sector salud. Desde su formacion la
industria farmacolégica cumple un papel trascendental al dedicar su investigacion al
descubrimiento y fabricacion de productos quimicos medicinales para el tratamiento y
prevencion de enfermedades. Es importante resaltar que la industria farmacolégica es
actualmente uno de los sectores empresariales méas rentables e influyentes de nuestra
sociedad. A pesar de las numerosas investigaciones realizadas para el mejoramiento de
tratamientos de enfermedades que afectan a un porcentaje importante de la poblacion,
como lo reporta la organizacion mundial de la salud para el caso especifico de las
enfermedades neurodegenerativas que afectan un 42% de la poblacion mundial, no se ha
conseguido un nuevo tratamiento ni el mejoramiento de los ya existentes (Skulachev et
al., 1999).

Muchas de las investigaciones desarrolladas sobre la Lippia Alba, han permitido la
identificacion de sus metabolitos mayoritarios, que consisten en una amplia lista de
sustancias quimicas con actividad biolégica y propiedades antisépticas, antifungicas y
antibacteriales (Aguilar, 2012; Haldar 2012; Lozada 2012; Tangarife et. al 2012). Sin
embargo no existe ningln reporte previo de investigacién, sobre el mecanismo de accién
de metabdlitos mayoritarios de Lippia alba que permitan establecer su actividad
farmacoldgica a nivel celular y contribuyan al desarrollo y mejoramiento de nuevos

tratamientos de enfermedades neurodegenerativas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Contribuir al conocimiento del mecanismo de accion de R y S-Carvona sobre el

metabolismo energético mitocondrial.

Objetivos Especificos

» Evaluar el efecto de la R y S-Carvona sobre el consumo de oxigeno de mitocondrias

aisladas de higado de rata.

= Evaluar los efectos de la R y S-Carvona sobre la actividad de las enzimas de la

cadena respiratoria.

= |dentificar el efecto de los metabdlitos evaluados en el proceso de fosforilacion
oxidativa.

18



1. MARCO TEORICO

1.1. Lippiaalba (Mill.) N.E. Brown

La planta pertenece a la familia Verbenaceae, en la que se incluyen cerca de 70
géneros y 2000 especies que se distribuyen en casi todas las regiones del planeta.
Esta familia es mas abundante en las regiones tropicales y subtropicales, donde se
encuentra como hierbas, arbustos y arboles y tiene valor econémico por algunos
productos ornamentales y medicinales (Leclercq & Delgado 1999, Gémes 1993). El
género Lippia esta constituido por cerca de 200 especies, que incluyen hierbas,
arbustos y pequefios arboles. Estas especies se encuentran distribuidas principalmente
en América Central, América del Sur y Africa tropical (Tangarife & Roa, 2012). Es una
especie ampliamente utilizada en América Central y Suramérica con diferentes
propésitos medicinales. En general, el uso tradicional y popular de Lippia alba en
América esta referido principalmente a la infusion de las hojas y las flores. Se emplea
para trastornos gastrointestinales o digestivos, como antiespasmoédico en célicos
hepaticos y como expectorante, febrifugo y sudorifico. Ademas, se le atribuyen
actividades antisépticas, astringentes y emenagogas (Craveiro et al., 2011, Dellacassa
et al.,2009).

Esta planta ha sido utilizada como remedio casero a través de los siglos, y se reporta
gue su uso se remonta al afio 1848 cuando la esclavitud fue autorizada en Francia y los
esclavos negros no tenian el derecho del uso y venta de plantas medicinales, era del
conocimiento de los esclavos negros las propiedades medicinales de muchas plantas
entre ellas la Lippia alba, no fue un remedio utilizado y reconocido para el tratamiento
de los colonos blancos por su origen cultural. Con la abolicién de la esclavitud la Lippia
alba se convirtié en la primera planta medicinal extranjera aprobada para su inclusion

en la Farmacopea Francesa (Pascal et al., 2001; Dorta et al., 2005).

1.1.1 Importancia comercial

La planta tiene importancia econdémica en América Central, ya que se vende en los

mercados populares y se emplea en la industria de tisanas (CATIE 1995) y en
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preparaciones medicinales. En Colombia, la industria emplea material para tisanas con
proposito digestivo, para comprimidos y encapsulados asi como en sales para bafios y
para cremas (Gutiérrez 2003).

Por otro lado en paises como Costa Rica, se encuentra en la forma comercial de
bolsitas-filtro, para infusion y como parte de la formula de algunos productos para el
tratamiento de resfriados (congestion de vias respiratorias) y contra el reumatismo
(preparaciones con base en extractos alcoholicos, algunas veces combinados con
extractos de saragundi (Senna alata, Fabaceae) y de chile (Capsicum spp.,
Solanaceae). En la Farmacopea Vegetal Caribefia se indica la decoccién de la hoja
fresca, via oral, como un uso tradicional significativo para la gripe y el resfriado

(Robineau-Germosén 2005).

1.1.2 Etnofarmacologia

Mucha de la evidencia farmacologica y medicinal de la planta se basa en usos de
medicina tradicional. Por ejemplo un estudio realizado en torno a tres ciudades en el
estado de Sao Paulo, mostraron un uso generalizado de las hojas de Lippia alba por
infusion para aliviar problemas de hipertensién, digestivos y nauseas, asi como para
sanar heridas a nivel local y en forma de jarabe para la tos y la bronquitis, estos
Mismos usos se citan para los curanderos provenientes de México. En la localidad de
Sapucaia Cruz das Alma, se utiliza como sedante y también contra la hipertension, la
flatulencia y el dolor en general. En Itacaré-Brasil se utiliza contra el dolor de estomago
y trastornos digestivos. En San José de Pare Boyacd se utiliza como analgésico, contra
trastornos digestivos, diarrea, gripe y tos (Pascal, 2001). Todos estos reportes ubican a
la Lippia alba entre las diez especies con mayor LSU (nivel significativo de uso)
(Bailleul, 2008).

1.1.3 Composicién guimica

En funcion del biotopo (dias de sol, clima, composicién del suelo, altitud, etc.), una

misma planta puede secretar esencias muy diferentes desde el punto de vista
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bioquimico (Pino, 1996). De estas variaciones de composicién bioquimicas de los
aceites esenciales surge la nocién de quimiotipo. Dos quimiotipo del mismo aceite
esencial presentan no solamente propiedades terapéuticas diferentes sino también
indices de toxicidad variables (Stashenko et. al, 2013).

Por ejemplo, en plantas que crecen en Argentina se encontraron varios quimiotipos,
gue tienen como constituyentes mayoritarios lippiona (1,2-epoxipulegona) (Retamar
1994), dihidrocarvona (Fester et al. 1961a), citral y 1,8-cineol (Fester et al. 1961b), y un
cuarto tipo con piperitona (36,7%) y limoneno (34,2%) (Catalan et al. 1977). En la
region de Sao Paulo, al sureste de Brasil (Frighetto et al. 1998, Siani et al. 2002) se
encontrd otro tipo, que contiene como constituyentes principales S-linalol (78,9%) y 1,8-
cineol (6,5%), hallado también en plantas obtenidas en condiciones experimentales,
provenientes de Paraje Las Brujas, Canelones, Uruguay (Lorenzo et al. 2001) con mas
del 55% de linalol (Ricciardi et al., 1999). Se inform6 de un quimiotipo de plantas que
crecen en Uruguay, en el que los constituyentes principales del aceite son alcanfor
(18,2%) y 1,8-cineol (16,5%) (Dellacassa et al. 1990), ademas de la existencia del

guimiotipo linalol (Lorenzo et al. 2001).

El aceite de L. alba recolectada en Manaus, Brasil (Craveiro et al. 1981), posee -
cariofileno (24,3%), geranial (12,9%), neral (9,6%) y 2-undecanona (9,0%), mientras
que otro tipo quimico de Brasil, cultivado en Parana, presenté y-terpineno (46,7%), p-
cimeno (8,7%) y B-cariofileno (7,2%) como constituyentes mayoritarios (Gomes et

al. 1993). Las plantas cultivadas en la regidon noreste de Brasil presentaron dos
guimiotipos: uno con neral (27,2-30,4%), geranial (35,6-41,0%) y limoneno (9,1-13,1%)
y otro con carvona (42,3-54,7%), limoneno (23,2-30,4%) y p-cimeno (3,1-10,6%) (Fun
& Baerheim-Svendsen 1990, Matos et al. 1996). En América del Norte, el aceite
esencial obtenido de plantas cultivadas en macetas (en Delaware), procedentes de
Sinaloa, México, dio un nuevo quimiotipo en el que los constituyentes mayoritarios son
metilchavicol (estragol) (56,5%), 1,8-cineol (12,6%) y canfeno (7,0%) (Tucker &
Maciarello 1999). En Guatemala se encontr6 un quimiotipo con neral (17,6 - 18,9%),
geranial (24,7 - 27,0%) y 1,8-cineol (20,3 - 25,4%) (Fischer et al. 2004). Un nuevo
guimiotipo que contiene mircenona (37,8 - 58,2%) y (Z)-ocimenona (11,1 - 16,3%) se

encontré en Guatemala (Fischer et al. 2004), en las regiones del Pacifico y del centro
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de Costa Rica (Cicci6 & Ocampo 1998) y en la provincia de Corrientes, Argentina
(Richiardi. 1999).

En Cuba ( Pino et al. 1996) se reporté de un tipo semejante a este Gltimo de Brasil, que
present6 carvona (29,0 - 40,0%), piperitenona (6,4 - 8,3%), limoneno (5,8 - 6,5%) y B-
guaieno (9,8 - 11,5%) como compuestos mayoritarios. El quimiotipo carvona también se
encontré en plantas recolectadas en lquitos, Peru (Leclercq et al. 1999) con un 63,4%
de carvona, 5,6% de germacreno D y un 5,1% de limoneno. También en material
cultivado en la regién caribe de Costa Rica se encontré el quimiotipo carvona-limoneno
(Ciccié & Ocampo 2004), que también se encontr6 en Bucaramanga, Colombia, donde
se determin6 que el aceite es rico en S-carvona (41 - 57%) (Stashenko et al. 2004).

Se reportan entonces aproximadamente 19 quimiotipos de la especie Lippia alba en
los cuales es caracteristica la presencia de flavonoides, biflavonoides, feniletanos,

iridioides, terpenos y glucdésidos de flavona.

1.1.31 Carvona

El aceite esencial de L. alba, que crece en Santander (Colombia), fue rico en dos
compuestos, el limoneno (24-37%) y la carvona (40-57%) (Afouna et al., 2011); el
altimo es un ingrediente de alto valor y uso en muchos productos cosmeéticos vy

perfumes.

Figura 1. Estructura quimica de los enantidmeros R y S-carvona. Tomado de Afuna et
al. 2011.

La (£)-carvona es un monoterpeno aislado de aceites esenciales comiunmente usados
como saborizante de alimentos. Presenta un centro quiral y existe en la naturaleza

como ambos enantiémeros (figura 1). Sus enantidmeros muestran la influencia de la
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quiralidad en la percepcién olfativa: mientras que el enantiomero R tiene olor a menta,

el enantiomero S tiene un olor completamente diferente, comino (Oosterhaven 1996).

La carvona tiene propiedades antimicrobianas contra Aspergillus niger, Saccharomyces
cerevisiae y Candida albicans (Barbara et. al 2013). También es activo en la repelencia
contra moscas y mosquitos (Ciccio, 2006). EI (¥)-carvona se utiliza comercialmente en
dentifricos y de higiene personal, por lo general en las esencias de ambientadores y
repelentes de mosquitos (Festar, 2010). También se utiliza para inducir quiralidad en
sintesis organica, especialmente teniendo en cuenta el bajo precio y la pureza de los
estereoisomeros que se obtienen, lo que hace atractivo en procesos de sintesis quirales a
(Afouna et al., 2011).

1.2. Mitocondria

La mitocondria es la organela donde se enfoca esta investigacion, debido a los
importantes procesos que se desarrollan en ella y a los recientes estudios realizados
como diana farmacoldgica para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
(Green, 2008). Las mitocondrias son organulos celulares encargados de suministrar la
mayor parte de la energia necesaria para la actividad celular. Actdan, por lo tanto, como
centrales energéticas de la célula y sintetizan ATP a expensas de los carburantes
metabolicos (glucosa, acidos grasos y aminoacidos) (Jordan, 2003). La mitocondria
presenta una membrana exterior permeable a iones, metabdlitos y muchos polipéptidos.
Eso es debido a que contiene proteinas que forman poros
llamados porinas o0 VDAC (canal anidnico dependiente de voltaje), que permiten el paso
de moléculas de hasta 10 kDay un diametro aproximado de 2 nm. (Skulachev et al.,
2009).

El descubrimiento de las mitocondrias fue un hecho colectivo. El gran nimero de términos
gue se refieren a este organulo es prueba de ello: Blefaroplasto, condrioconto,
condriémitos, condrioplastos, condriosomas, condriosferas, fila, granulos fucsinofilicos,

Korner, Fadenkorper, mitogel, cuerpos parabasales, vermiculas, sarcosomas, cuerpos
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intersticiales, plasmosomas, plastocondrios, bioblastos. Cowdry intenté en 1918, en un
trabajo luego citado por Lehninger, sistematizar y unificar todos los términos (Wallance et
al,. 2007).

Probablemente las primeras observaciones se deben al botanico suizo Kolliker, quien
en 1880-1888 notd la presencia de unos granulos en células musculares de insectos a los
gue denomind sarcosomas. Llegdé incluso a la conclusion de que presentaban membrana.
En 1882, el aleméan Flemming descubri6 una serie de inclusiones a las que
denominé fila. Sin embargo, el nhombre de mitocondria, que es el que alcanzé mayor
acogida, se debe a Carl Benda, quien en 1889 denominé asi a unos granulos que
aparecian con gran brillo en tinciones de cristal violeta y alizarina, y que anteriormente
habian sido denominados citomicrosomas por Velette. En 1904 Meves confirma su
presencia en una planta y en 1913 Heinrich Warburg descubre la asociacion
con enzimas de la cadena respiratoria, aunque ya Kingsbury, en 1912 habia relacionado
estos organulos con la respiracion celular. En 1934 fueron aisladas por primera vez a
partir de homogeneizados de higadoy en 1948 Hogeboon, Schneider y Palade
establecen definitivamente la mitocondria como el lugar donde se produce la respiracion
celular (Jordan , 2003).

1.2.1. Estructuray composicion

La morfologia de la mitocondria es dificil de describir puesto que son estructuras muy
plasticas que se deforman, se dividen y fusionan. Normalmente se las representa en
forma alargada. Su tamafo oscila entre 0,5 y 1 uymde diametro y hasta 7 ym de
longitud. Su nimero depende de las necesidades energéticas de la célula. Al conjunto de
las mitocondrias de la célula se le denomina condrioma celular. Las mitocondrias estan
rodeadas de dos membranas claramente diferentes en sus funciones y actividades
enzimaticas, que separan tres espacios: el citosol, el espacio intermembrana y la matriz

mitocondrial (figura 2) (Emelyanov, 2003).
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Figura 2. Estructura mitocondrial de una célula eucariota

.Membrana externa

/Membrana interna

1.2.1.1. Membrana externa

La membrana mitocondrial externa posee gran numero de porinas, que son proteinas
transmenbranales de paso multiple. Cada porina forma un gran conducto acuoso a través
del cual pueden pasar moléculas hidrosolubles de hasta 10 kDa. Como esta membrana es
relativamente permeable a las moléculas pequefias, como por ejemplo proteinas. El
contenido del espacio intermembranal se parece al citosol. Las proteinas adicionales que
estdn en la membrana externa son las encargadas de la formacion de los lipidos

mitocondriales. Contiene entre un 60 y un 70% de proteinas (Cheng & Kimura,2008).

1.2.1.2. Membrana interna

La membrana mitocondrial interna, que encierra al espacio de la matriz, esta replegada
para formar crestas. Esta membrana esta ricamente dotada de cardiolipina, fosfolipido
gue posee cuatro cadenas aciladas grasas en vez de las dos ordinarias. La presencia de
este fosfolipido en alta concentracién vuelve a la membrana interna casi impermeable a

iones, electrones y protones (Ardail & Privat, 1990).

Las membranas mitocondriales interna y externa establecen contacto entre si en ciertas
regiones; estos sitios de contacto actiGan como vias para las proteinas y las pequenas
moléculas que entran y salen del espacio de la matriz. Esto sitios de contacto estan
compuestos por proteinas transportadoras que conducen a proteinas regulatorias para el
reconocimiento de los marcadores que indican la transportabilidad de macromoléculas
especificas. Estos mismos sitios de contacto se utilizan también para el transporte de
proteinas hacia el espacio intermembranal, en tanto las proteinas cuenten con

marcadores especificos para su entrada en dicho espacio (Cheng & Kimura,1983). En la
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mayoria de los eucariontes, las crestas forman tabiques aplanados perpendiculares al eje
de la mitocondria, pero en algunos protistas tienen forma tubular o discoidal. En la
composicion de la membrana interna hay una gran abundancia de proteinas (un 80%),
gue son ademas exclusivas de esta organela (Emelyanov, 2003).

1.2.1.3. Espacio intermembranoso

Entre ambas membranas queda delimitado un espacio intermembranoso que esta
compuesto de un liquido que tiene una alta concentraciéon de protones como resultado
del bombeo de los mismos por los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria. En él
se localizan diversas enzimas que intervienen en la transferencia del enlace de alta
energia del ATP, como la adenilato kinasa o la creatina quinasa. También se localiza
la carnitina, una molécula implicada en el transporte de acidos grasos desde el citosol

hasta la matriz mitocondrial, donde seran oxidados (Ardail & Privat, 1990).

1.2.1.4. Matriz mitocondrial

En la matriz mitocondrial tienen lugar diversas rutas metabdlicas clave para la vida, como
elciclo de Krebsy labeta-oxidacion de los acidos grasos; también se oxidan
los aminoacidos y se localizan algunas reacciones de la sintesis de urea y grupos hemo
(Cheng & Kimura,1983).

1.2.2. Funcioén

La principal funcion de las mitocondrias es generar energia para mantener la actividad
celular mediante procesos de respiracion aerobia. Los nutrientes se escinden en el
citoplasma celular para formar acido pirivico que penetra en la mitocondria. En una serie
de reacciones, parte de las cuales siguen el llamado ciclo de Krebs o del acido citrico, el
acido piravico reacciona con agua para producir diéxido de carbono y diez atomos de
hidrogeno. Estos atomos de hidrégeno se transportan hasta las crestas de la membrana
interior a lo largo de una cadena de moléculas especiales llamadas coenzimas (Rourke,
2002).
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Una vez alli, las coenzimas donan los hidrogenos a una serie de proteinas enlazadas a la
membrana que forman lo que se llama una cadena de transporte de electrones. La
cadena de transporte de electrones separa los electrones y los protones de cada uno de
los diez 4&tomos de hidrogeno. Los diez electrones se envian a lo largo de la cadena y
acaban por combinarse con oxigeno y los protones para formar agua. La energia se libera
a medida que los electrones pasan desde las coenzimas a los atomos de oxigeno y se
almacena en compuestos de la cadena de transporte de electrones. A medida que éstos
pasan de uno a otro, los componentes de la cadena bombean aleatoriamente protones
desde la matriz hacia el espacio comprendido entre las membranas interna y externa. Los
protones solo pueden volver a la matriz por una via compleja de proteinas integradas en
la membrana interior. Este complejo de proteinas de membrana permite a los protones
volver a la matriz sélo si se afiade un grupo fosfato al compuesto difosfato de adenosina
(ADP) para formar ATP en un proceso llamado fosforilacion. EI ATP se libera en el
citoplasma de la célula, que lo utiliza practicamente en todas las reacciones que necesitan
energia. Se convierte en ADP, que la célula devuelve a la mitocondria para volver a
fosforilarlo (Cheng & Kimura,1983; Rourke, 2002).

1.2.3. Mitocondria como diana farmacologica

La farmacologia se ha centrado, en los ultimos afios, en la blusqueda de nuevas dianas
sobre las que actuar en el campo de los procesos degenerativos, que abarca patologias
tan dispares como las enfermedades neurodegenerativas, algunas miopatias, la diabetes
y los procesos de envejecimiento. Los expertos aseguran que dentro de unos afos
podriamos estar hablando de una auténtica farmacologia mitocondrial (Cooper &
Schapira, 2007).

La mitocondria sin duda es, en los tiempos que corren, es el denominador comdn de
muchos de los estudios que abordan los procesos de muerte celular, tanto apoptotica
como necrotica. Debido, a que la mitocondria, lejos de ser una simple fabrica de ATP,
alberga en su interior moléculas de naturaleza proteica que una vez liberadas al
citoplasma son capaces de activar cascadas de sefializacién que conducen a la muerte
de la célula. Ademas, en su sistema de doble membrana podemos encontrar los
mecanismos que controlan esta liberacion. La mitocondria posee las claves de muchas de

las rutas que producen esta muerte. Sugiriendo que es de gran importancia el estudio de
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farmacos que modulan las funciones mitocondriales, porque permitird un mejor abordaje
terapéutico para las patologias neurodegenerativas (Green & Reed, 2008). Los estudios
sefialan que las enfermedades neurodegenerativas se relacionan con disfunciones
mitocondriales de diferente tipo (tabla 1). Mutaciones en proteinas mitocondriales pueden
conducir a un descenso en la produccién de ATP, formacién de radicales libres y
alteraciones en la homeostasis del calcio en la célula (Cooper & Schapira, 2010).

Tabla 1. Farmacos inhibidores de los complejos de la cadena transportadora de

electrones y sus respectivas patologias. Tomado de Cooper & Schapira, 2010.

Complejo Farmaco inhibidor Alteraciones
Enfermedad
I Rotenona de Alzheimer
Amital Parkinson

Cardiomiopatia
Enfermedad de Leber
Miopatias
Enfermedad de Leigh

Miopatias

Il TTFA malonato Paraganglioma
Feocromocitoma
Enfermedad de Leigh

I Anticimina A Cardiomiopatia
Enfermedad de Leber
Miopatias
Cianida Ataxia
v Monéxido de carbono  Enfermedad de Alper
Acida Enfermedad de Leber

Rabdomiolisis

A Cianida Enfermedad de Leber
Monéxido de carbono  Enfermedad de Leigh

Por ejemplo, en la paraplejia espastica hereditaria, se encuentra mutada la paraplegina,
una metaloproteasa mitocondrial que da lugar a defectos en la fosforilacion oxidativa. Otro
ejemplo es la ataxia de Friedreich, en la que se encuentra mutada la proteina mitocondrial
frataxina requerida para el mantenimiento de la homeostasis de hierro y el contenido en

ADN. Disfunciones mitocondriales también desempefian un papel esencial en otras
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enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson, Huntington y
Alzheimer. Ademas, en sistemas donde no se lleva a cabo un reemplazamiento o una
renovacion celular, como es el sistema nervioso, se pueden acumular mutaciones
sométicas mitocondriales que, sumadas al descenso en la funciébn mitocondrial, pueden

ser la causa del envejecimiento y la senescencia (Wallance & Starkov, 2000).

La actividad de las reacciones enzimaticas que abastecen energéticamente a la célula
puede verse reducida o comprometida debido a un aporte inadecuado de oxigeno a las
células como ocurre en procesos de arteriosclerosis, anemia o alcoholismo. En algunos
casos, esta actividad puede verse también reducida por alteraciones genéticas, como se
han descrito en pacientes con neuropatia Optica hereditaria de Leber que presentan
mutaciones en el complejo I, y una reduccion de su actividad se ha observado en
pacientes de Parkinson (Cooper & Schapira, 2010). En este sentido, algunas neurotéxinas
0 sus metabolitos pueden ser causa o contribuir a la enfermedad de Parkinson, como la 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), y su metabolito MMP+, inhibidores de estos
complejos enzimaticos, y que hoy dia constituyen parte de las herramientas
farmacoldgicas utilizadas como inductores en modelos experimentales para el estudio de
los mecanismos celulares que tienen lugar en estas enfermedades degenerativas (Green
& Reed, 2008). Es debido a toda esta evidencia recolectada y por la capacidad
reguladora de los procesos de muerte celular por parte de la mitocondria, que esta se
convierte en la organela de estudio de farmacos con actividades tanto proapoptéticas, con
el fin de matar la célula, como antiapoptéticas, con el fin de prevenir su muerte (Wallance
& Starkov, 2100; Eposti, 2012).

1.3. Fosforilacion oxidativa

La acetil CoA, formada por oxidacién 3 de los &cidos grasos y la degradacién de la
glucosa, se oxida en el ciclo del acido citrico para producir, ademas de CO2, grandes
cantidades de los cofactores reducidos de la NADH (dinucleétido de nocotidamida y
adenina). Cada uno de estos cofactores descarga un i6n hidruro (H-) que esta desprovisto
de sus dos electrones de alta energia y que se convierte en protén (H+). Los electrones
se transfieren a la cadena de transporte de electrones y durante la respiracion

mitocondrial reducen al O2 para formar agua (Hatefi, 2005).
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Las grandes cantidades de NADH que resultan de la actividad del ciclo del acido citrico
pueden utilizarse para biosintesis reductiva, sin embargo el potencial reductivo del NADH
es mas frecuentemente utilizado para dar energia para la sintesis de ATP por la via de la
fosforilacion oxidativa. La oxidacion del NADH con la fosforilacién del ADP para formar
ATP son procesos que se hacen con el apoyo del transporte de electrones de la
mitocondria y por la sintasa de ATP, que son complejos proteicos que se encuentran en la
membrana mitocondrial interna (Saraste, 1999). La cadena de transporte de electrones
esta compuesta por una serie de complejos proteicos que catalizan reacciones
secuenciales de oxidacion y reduccion (Hatefi, 2005). La translocacién de protones y el
desarrollo de un gradiente de protones transmembrana proveen el mecanismo de
acoplamiento entre la cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP (Tornero,
2012).

Durante mucho tiempo se intenté explicar la naturaleza del enlace entre la cadena
respiratoria y el sistema de fosforilacion. En 1961, Mitchell propuso la hipétesis
guimiosmética, que es la que actualmente se acepta. Esta hip6tesis ha sido apoyada por
las evidencias experimentales encontradas en distintos laboratorios, 1o que le valié a
Mitchell el premio Nobel en 1978 (Cooper, 2010). Esta teoria sefiala que la energia
descargada por la transferencia sucesiva de los electrones se utiliza para transportar H+
desde la matriz hacia el espacio intermembranal, con lo que se establece una
concentracion elevada de protones en dicho espacio que ejerce una fuerza motriz de
protones (Tornero, 2012). Sélo por medio de la ATP sintetasa pueden estos protones
dejar el espacio intermembranal y reintegrarse en la matriz. Al pasar estos protones
corriente abajo por este gradiente electroquimico, el diferencial de energia de la fuerza
motriz de protones se trasforma en el enlace estable de alta energia de ATP por accién de
la cabeza globular de la subunidad de la membrana interna, que cataliza la formacion de
ATP a partir de ADP + Pi. El ATP recién formado es utilizado por la mitocondria o se
transporta, por medio de un sistema antiporte de ADP y ATP, hacia el citosol. Durante
todo el proceso de la glucélisis, el ciclo del acido tricarboxilico y el transporte de
electrones, cada molécula de glucosa produce 36 moléculas de trifosfato de adenosina
(Hatefi, 2005).
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1.3.1. Complejos proteicos de la cadena de transporte de electrones

El NADH y el FADH, formados en la glicolisis, en la oxidacién de los acidos grasos y el
ciclo de acido citrico, son moléculas ricas en energia porque poseen un par de
electrones con elevado potencial de transferencia (Bohmont, 2007). Cuando estos
electrones se transfieren al oxigeno molecular, se libera una gran cantidad de energia,
gue puede ser utilizada para generar ATP. La fosforilacion oxidativa es el proceso por el
gue se forma ATP como resultado de la transferencia de electrones desde el NADH o
del FADH, al O, a través de una serie de transportadores de electrones (Chance, 2008).

El transporte de electrones se lleva a cabo en la membrana mitocondrial interna. Los
componentes de la cadena de transporte electronico mitocondrial se encuentran
asociados formando tres grandes complejos supramoleculares; también hay dos
transportadores moviles que comunican esos tres complejos (Rizzuto & Simpsom 2012).
Cada uno de los tres complejos respiratorios acopla una reaccién redox con el bombeo
de H' desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana (figura 3). El
resultado final de la actuacién de la cadena de transporte de electrones es la creacion de

un gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial interna (Chance, 2008).

Figura 3. Esquema del bombeo de protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana (sombreado).
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El complejo I, también conocido como NADH deshidrogenasa, es responsable de
transferir electrones desde el NADH a la ubiquinona. ElI complejo Il se llama succinato
deshidrogenasa y transfiere los electrones de la oxidacion del succinato (Wallance &
Starkov, 2000). ElI complejo Il o citocromo c reductasa, es responsable de recibir los
electrones transportados por la ubiquinona de las reacciones ocurridas en el complejo |y
Il. EI complejo IV o citocromo c oxidasa cataliza la transferencia de electrones a una
molécula de O, (Rizzuto & Brini, 2009). El transportador de electrones desde el complejo
IIl al complejo IV es el mas pequefio de los citocromos, el citocromo ¢ (peso molecular
12.000). El complejo IV, también conocido como citocromo oxidasa, contiene proteinas
llamadas citocromo a y citocromo as. El oxigeno es el aceptor final de electrones, siendo

el agua el producto final de la reduccion del oxigeno (figura 4) (Saraste, 2009).

Figura 4. Diagrama de la cadena respiratoria y de la fosforilacion oxidativa asociada.
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1.3.2. Inhibidores de la cadena de transporte de electrones

Existen tres tipos de inhibidores en el proceso de la fosforilacion oxidativa. Los
inhibidores especificos de lugar, bloquean las reacciones especificas asociadas a los
complejos de transporte de electrones |, I, Ill y IV. Estos cuatro complejos catalizan
reacciones distintas de manera que no son equivalentes (Circu 2010). Por ejemplo, el
cianuro (CN’); mondxido de carbono (CO); azida soédica (NaszN) inhiben la citocromo
oxidasa (Complejo 1V). La Anticimina A, bloquea la transferencia de electrones desde el
citocromo b al citocromo cl. La rotenona (figura 5b), Amital y Piercidina A, inhiben la
transferencia de electrones desde un centro Fe-S de la NADH deshidrogenasa (Complejo
I) a la ubiquinona (CoQ) y el malonato, inhibe la transferencia de electrones a nivel de la
succinato deshidrogenasa (Complejo Il) (Bertoglio, 2002). En ocasiones estos inhibidores
son utilizados como farmacos, aunque los efectos farmacol6gicos alcanzados a las
concentraciones mas bajas no estan necesariamente relacionados con su accién como

inhibidores de la fosforilacién oxidativa (Saraste, 1999).

Existe otro grupo de inhibidores que acttan indistintamente y no inhiben complejos
especificos; en lugar de ello, estos compuestos bloquean directamente la fosforilacién. En
un sistema estrechamente acoplado la inhibicion de la fosforilacion puede conducir a la
inhibicion de la oxidacién. Diversos inhibidores no especificos de lugar son
antibioticos, como la oligomicina (figura 5a) y la aureovertina, que bloguean el flujo de

protones a través de Fo (Rizzuto & Brini, 2009).

Figura 5. Estructura quimica de algunos inhibidores de la cadena de transporte de electrones.
Tomado de Rizzuto & Brini, 2009.

A, Oligomicina A B. Rotenona C. “alinomicina
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Los agentes desacopladores debilitan o destruyen completamente el firme acoplamiento
normal entre oxidacion y fosforilacion. Con el desacoplamiento aumentan las velocidades
de oxidacion mientras que la fosforilacion disminuye. El resultado es la produccion de
calor extra que puede manifestarse en forma de fiebre. La menor formacién de ATP
resultante del desacoplamiento puede afectar de forma indirecta a muchos procesos
celulares como el transporte de iones y la permeabilidad de la membrana. Los agentes
desacopladores constituyen un variado grupo de compuestos, descritos en términos
generales como donantes o aceptores lipofilicos de protones. Dichos agentes aumentan
anormalmente la permeabilidad de las membranas mitocondriales internas frente a los
protones. Entre los desacopladores comunes se cuentan el 2,4-dinitrofenol, el dicumarol,
ciertas salicilanilidas sustituidas y la valinomicina (figura 5c). Entre los desacopladores
naturales estan la bilirrubina, los &cidos grasos libres y posiblemente la tiroxina; sin
embargo, estos compuestos no estan normalmente presentes en las mitocondrias a
concentraciones lo suficientemente altas como para actuar como desacopladores. A
veces las toxinas microbianas actian como desacopladores, constituyendo ésta una via a

través de la cual la infeccion puede contribuir a la fiebre (2009).

1.3.3. Control respiratorio

En mitocondrias normales la reaccién de oxidacion del sustrato respiratorio (NADH o
succinato) depende de la presencia de ADP y Pi. En condiciones fisiologicas, la matriz
mitocondrial contiene alta concentracion de Pi, de manera que la concentracién de ADP
es la reguladora de la actividad del sistema de transporte de electrones y, por lo tanto,
de la respiracion mitocondrial. La funcionalidad de la cadena de transporte de electrones
y fosforilacion oxidativa mitocondriales pueden ser evaluadas midiendo la concentracién
de oxigeno presente en una suspensién de mitocondrias intactas o la concentracién de
ATP del medio a lo largo del tiempo en diferentes condiciones. El grafico obtenido se

denomina trazado polarografico (Voss, 1941).

Los trazados polarograficos de mitocondrias intactas permiten comprobar que en
ausencia de ADP la actividad es limitada, mientras que después de afadir ADP la
respiracion se activa a niveles que pueden alcanzar hasta 20 veces el valor obtenido en
ausencia del mismo. Una vez que el ADP adicionado ha sido totalmente convertido en
ATP, la actividad respiratoria retorna a un nivel muy préximo al inicial. Al estado

metabdlico caracterizado por la presencia de sustrato oxidable, en ausencia de ADP y
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consumo de oxigeno lento se lo denomina “estado controlado” o estado “4”. La adicién
de ADP establece un consumo de oxigeno rapido, y por ello a este estado se lo
denomina “estado activado” o estado “3”, que se mantiene hasta que todo el ADP ha

sido fosforilado a ATP, produciéndose entonces un retorno al estado “4”.

Figura 6. Control respiratorio, la relacion entre la respiracion en el estado 3 y el estado 4. Tomado
de Voss, 1941.

ADP +Pi
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El cociente entre las pendientes de consumo de oxigeno en estado "3” y en estado “4” se
denomina indice de control respiratorio y es la expresion del control que ejerce el ADP
sobre el transporte de electrones mitocondrial (figura 10) (Estabrook, 2007). El fenbmeno
de control respiratorio es de maxima importancia en la regulacion fisiolégica de la
respiracion celular. El indice de control respiratorio es utilizado para expresar el grado de
acoplamiento entre los procesos de oxidacion y fosforilacién. Bajos valores de estos
indices indican mitocondrias desacopladas o dafiadas. El acoplamiento de los procesos
de transporte de electrones y de sintesis de ATP es modificados por agentes quimicos y

por alteracion fisica de la membrana mitocondrial (Voss, 1941; Estabrook, 2007).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Aislamiento de mitocondrias

Mitocondrias de higado de rata fueron aisladas, utilizando como medio de aislamiento: D-
manitol 250 mM, HEPES 10 mM, a un pH 7.2, EGTA 1 Mm y BSA 0.1 g%. Para obtener
las mitocondrias los animales (ratas albinas de raza wistar Wl IOPS AF/Han, Unicamente
machos, pesando aproximadamente 200 gramos y en ayuno durante 12 horas) fueron
sacrificadas por decapitacion. El higado fue inmediatamente retirado e inmerso en medio

de extraccion helado.

Después del lavado, el 6rgano fue cortado y homogenizado en un homogeneizador Van
Potter Elvehjen. La suspension obtenida se centrifugd a 600 x g a 4°C durante 10
minutos, para eliminacion de células intactas, membranas y nudcleos. El sedimento fue
descartado y el sobrenadante centrifugado a 7000 x g durante 10 minutos a 4°C. El
precipitado obtenido, constituido de mitocondrias intactas, fue resuspendido y lavado dos
veces en medio de extraccion por centrifugacién a 7000 x g durante 10 minutos a 4°C. Las
mitocondrias obtenidas fueron resuspendidas en medio de extraccion sin BSA vy
mantenidas a 4°C hasta su uso. Este trabajo de investigacién se realizd de acuerdo con lo
establecido por las leyes colombianas que rigen el uso de animales vivos en experimentos
e investigacion, Ley 84 de 1989 (Cap. IV, Art. 23-26) y la resolucion 8430 de 1993 (Tit. IV,
Art. 83-93).

2.2. Cuantificacién de proteinas

La concentracion de proteinas en cada muestra resuspendida de mitocondrias de higado
se determiné mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). Para esto se preparé
una curva de calibracion utilizando patrones de albumina de suero bovino (fraction V,
MERCK) disueltos en solucién buffer de fosfato. Las absorbancias de los patrones y las
muestras fueron medidas en un ELISA marca Bio-Rad utilizando el programa Microplate
Manager 6. Para esta cuantificacion se preparon 3 disoluciones 1:100, 2:200, 1:300 y un
blanco, se cuantificaron por el método de Bradford utilizando la curva de calibracion

determinada previamente.
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2.3. Determinacion del consumo de oxigeno

Fueron usadas mitocondrias de higado de rata (Lmg/mL) aisladas como se describi6 en el
item 2.1, en un medio de incubacion compuesto de: HEPES 10 mM(pH 7.4), EGTA 0.1
mM, manitol 125 mM, KCI 65 mM y suplementadas con glutamato de sodio 5 mM o
succinato de sodio 3 mM, Pi 1.6 mM e ADP 0.6 mM. La R o S-Carvona fueron
adicionadas en diferentes concentraciones e incubadas durante dos minutos con la

proteina mitocondrial antes de inducir la respiraciébn mitocondrial.

Los experimentos se realizaron bajo agitacion constante en cAmara termostatizada a 28°C
(VOSS et al., 1961). El consumo de oxigeno por la mitocondrias intactas se determino
polarograficamente en un oxigrafo, utilizando un electrodo tipo Clark, acoplado a un

registrador.

2.4. Preparacion de la suspension de mitocondrias para la determinacion de

la actividad de las enzimas mitocondriales.

Las mitocondrias aisladas de acuerdo al item 2.1 fueron congeladas a -70°C hasta el
momento de su uso, cuando fueron fragmentadas por ultrasonido durante 5 min y
mantenidas en bafio de hielo hasta la realizacion de las pruebas enziméticas. Los
fragmentos de membrana obtenidos fueron usados como fuente de enzimas y se

cuantificaron segun el método descrito en el item 2.2.

2.5. Determinacion de la actividad de las enzimas relacionadas con la cadena
respiratoria mitocondrial.

La actividad de las enzimas relacionadas con la cadena respiratoria se determiné en un
espectrofotdmetro  SHIMADZU UV-1800 utilizando el programa UV-Probe 2.33 vy
polarograficamente en un oxigrafo marca Hansatech utilizando el programa Oxygraph
plus. La R o S-Carvona fueron adicionadas en diferentes concentraciones e incubados
durante dos minutos con la proteina mitocondrial antes de inducir la reaccion, para todas

las enzimas estudiadas.
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2.5.1. NADH Oxidasa

La actividad de la NADH oxidasa se determiné por el método de Singer. La velocidad de
oxidacion del NADH (figura 11) se traduce en la velocidad de consumo de oxigeno,
acompafado polarograficamente.

Figura 7. Esquema de reaccion del NADH. Tomado de Singer, 1974.

NADH + 1/20; + H* —— NAD* + H0

El sistema de reaccion se compuso por tampén fosfato 80 mmol.L™ (pH 7,4), EDTA 50uM,
NADH 0,17 mM e 1 mg de proteina mitocondrial. La temperatura se mantuvo controlada a
28°C y la reaccion fue iniciada por la adicion de NADH (Singer, 1974).

2.5.2. NADH Citocromo c reductasa

La actividad de esta enzima se determind espectrofotométricamente a través del
monitoreo de la velocidad de reduccion del citocromo ¢ a 550 nm. El sistema de reaccion
estaba constituido de tampén fosfato 50 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, NADH 50 mM,
citocromo ¢ (oxidado) 40 mM, NaCN 1 mM y 1 mg de proteina mitocondrial. Todos los
reactivos excepto el citocromo c, fueron incubados por 10 min a 28°C, la reaccion se inicié

por la adicion del citocromo c, y la lectura se realizo durante 2 minutos (Somlo, 1965).

2.5.3. NADH deshidrogenasa

La actividad de la enzima fue determinada por el método espectrofotométrico usando
ferrocianato como receptor artificial de electrones en la presencia de rotenona, la reaccion
fue monitoreada a 420 nm. El sistema de reaccién estaba compuesto de tampédn fosfato
50 mM (pH 7.4), EDTA 2.0 mM, NADH 0.15 mM, ferrocianuro de potasio 600 mM,
rotenona 1mM, NaCN 1 mM y 1 mg de proteina mitocondrial. La reaccion fue iniciada por

la adicién del ferrocianuro y se monitore6 por 2 minutos (Mason, 1973).
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2.5.4. Succinato Oxidasa

La actividad de la enzima se determind en la velocidad de consumo de oxigeno,
acompafado polarograficamente. El sistema de reaccion se compuso por tampoén fosfato
80 mM (pH 7,4), succinato 10 mM y 0.5 mg de proteina mitocondrial. La temperatura se
mantuvo controlada a 28°C y la reaccion fue iniciada por la adicion de succinato (Singer,
1974).

2.5.5. NADH Citocromo c reductasa

La actividad de esta enzima fue determinada midiendo la reduccién del citocromo c
después de bloquear la cadena respiratoria con NaCN 1 mM y rotenona 1 mM. La
velocidad de reduccion del citocromo c fue monitoreada a 550 nm, usando un sistema de
reaccion compuesto por: tampén fosfato 50 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, NaCN 1 mM,
succinato de sodio 5 mM, rotenona 1 mM y 0.5 mg de proteina mitocondrial. La reaccion
fue iniciada por la adicion de 40 mM de citocromo ¢ (Mason, 1973).

2.5.6. Succinato deshidrogenasa

La actividad de la succinato deshidrogenasa fue determinada utilizando DCPIP y PMS
como receptores artificiales de electrones. La velocidad de reduccion del DCPIP fue
monitoreada a 600 nm en un sistema de reaccion compuesto por: tampén fosfato de sodio
50 mM (pH 7,4), succinato de sodio 20 mM, EDTA 2 mM, NaCN 1 mM, rotenona 1 mM,
PMS 1 mM y 30 ug de proteina mitocondrial. Los reactivos presentes en el sistema,
excepto el PMS y el DCPIP fueron incubados por 10 minutos a 28°C, la reaccién se inici
por la adicion de DCPIP 180 uM (Singer, 1974).

2.6. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media de desviacion estandar y sometidos a un
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Turkey para la comparacion de medias. Se
considerd estadisticamente significativo si se compara el nivel de significacién de p
<0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacioén se describen los resultados obtenidos al evaluar la R y S-Carvona sobre el
metabolismo bioenergético mitocondrial, todos los resultados aqui reportados son

comparados con un control medido para cada experimento individual.
3.1. Andlisis control respiratorio

Los efectos de los enantibmeros de carvona sobre la fosforilacion oxidativa, fueron
evaluados en las concentraciones de 50 y 100 pug/mL , manteniendo una preincubacién de
la Ry S-carvona durante dos minutos. Se evaluaron parametros propios de la respiracion
mitocondrial como: Velocidad de consumo de oxigeno tras la adicion de ADP (estado 3),
velocidad de consumo de oxigeno tras el agotamiento de ADP (estado 4) y Coeficiente de
control respiratorio (CCR).

Cada uno de los pardmetros fué evaluado con dos sustratos independientes, glutamato-
malato (5 mM-2,5 mM) y succinato (3mM), sustratos apropiados para la evaluacion del

complejo | y Il de la cadena respiratoria, respectivamente.

La figura 8 compara el consumo de oxigeno de los dos sustratos evaluados en presencia
de ADP. Los resultados indican que la adicion de los enantiémeros de carvona caus6 una
disminucion en el estado 3, de forma dosis dependiente, con ambos sustratos., siendo
mayor para la concentracion de 100 ug/mL, en los dos casos. La R-carvona mostré una
inhibicion mayor para el glutamato (63%) en comparacién con el succinato (48%). El
efecto inhibitorio de la S-carvona fue mayor para los dos sustratos en comparacion con la

R-carvona, para el glutamato (73%) y succinato (53%).
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Figura 7. Efecto de los enantibmeros de carvona sobre la respiracién mitocondrial en presencia
de ADP. Cada valor representa el promedio + desviacibn estandar de tres experimentos
independientes. * Significativamente diferente del control (p < 0,05).
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Figura 8. Efecto de los enantiomeros de carvona sobre la respiraciébn mitocondrial tras el
agotamiento de ADP. Cada valor representa el promedio + desviacion estandar de tres
experimentos independientes. * Significativamente diferente del control (p < 0,05).
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La figura 9 representa la tasa de consumo de oxigeno tras el agotamiento de ADP (estado
4) en los sustratos glutamato-malato y succinato. Se observa un aumenté del consumo de
oxigeno producido en respuesta a la adicion de los enantimeros de carvona para los dos
sustratos evaluados, siendo mayor para la concentracion de 100 pg/mL. Para el caso de
la R-carvona la respiracion aumento un 11% con glutamato y 21% con succinato, mientras
gue para la S-carvona la respiracion aumenté 20% con glutamato y 29% succinato. El
efecto estimulante es mayor para el sustrato succinato con los dos enantiomeros y la S-

carvona muestra mayor porcentaje estimulante en comparaciéon qué la R-carvona.

Figura 9. Efecto de los enantiomeros de carvona sobre el coeficiente de control
respiratorio para glutamato y succinato. Cada valor representa el promedio + desviacion
estandar de tres experimentos independientes. * Significativamente diferente del control
(p = 0,05).
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Como resultado de los efectos inhibitorios y estimulantes de los enantiomeros de
carvona en los estados 3 y 4, respectivamente, los coeficientes de control respiratorio
disminuyeron para ambos sustratos. La figura 10 indica que en presencia de los
enantiomeros la disminucion de CCR fue menor para el succinato en comparacion con el
glutamato. En presencia de 100 pug/mL de S-carvona fue del 62% para glutamato y 43%
para el succinato, mientras que en presencia de 100 pg/mL de R-carvona fue del 63%

para glutamato y 51% para el succinato.

3.2. Andlisis de la actividad de las enzimas relacionadas con la cadena respiratoria

mitocondrial

Para dilucidar los efectos inhibitorios de los enantimeros de la carvona en el estado 3 de
la respiracion mitocondrial, se evaluaron los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria mitocondrial en mitocondrias fragmentadas. En virtud de esta condicion
experimental, el transporte de electrones a través de la cadena respiratoria se puede
evaluar de forma independiente de la barrera de la membrana intacta, la actividad de
fosforilacion, u otros procesos dependientes del potencial de membrana. Ademas, facilita

la identificacion de los sitios donde la inhibicion de la cadena respiratoria se lleva a cabo.

A continuacion se describen los efectos de los metabolitos evaluados sobre las enzimas
NADH oxidasa, NADH deshidrogenasa, NADH citocromo ¢ reductasa, succinato oxidasa,

succinato deshidrogenasa y succinato citocromo c reductasa.

3.2.1. NADH oxidasa

La evaluacién de la actividad de los metabdlitos R y S-carvona sobre la NADH oxidasa se
evidencia en la figura 11. La adicion de los enantiomeros en la concentracion de 50 pug/mL
no provocd ninguna variacion en la actividad de la enzima. Por el contrario para la
concentracion de 100 ug/mL se observé una inhibicion significativa de la enzima, de un
51% para la R-carvona y un 50% para la S-carvona, sin que existd diferencias

estadisticamente significativas entre los dos enantibmeros.
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Figura 10. NADH oxidasa. Cada valor representa el promedio + desviacién estandar de tres

experimentos independientes. * Significativamente diferente del control (p < 0,05).

120 ~
100 -

80 -
H R-carvona

60 - i S-carvona

% Control

50 100
Concentracion (ug/mL)

3.2.2. NADH citocromo ¢ reductasa

La adicién de los enantiomeros R y S-carvona, no produjo ningun efecto estimulante o
inhibidor en la enzima, en ninguna de las concentraciones trabajadas (50 y 100 pg/mL),
como se evidencia en las figuras 12. Nuevamente no se observan diferencias entre la

actividad presentada por los enantiomeros.

Figura 11. NADH citocromo ¢ reductasa. Cada valor representa el promedio + desviacién
estandar de tres experimentos independientes. * Significativamente diferente del control (p <

0,05).
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3.2.3. NADH deshidrogenasa

No se evidencid ningun efecto estimulante o inhibidor sobre la enzima, tras la adicion de
la Ry S-carvona, para ninguna de las concentraciones trabajadas (50 y 100 pg/mL), como
se muestra en la figura 13. No se evidencian diferencias entre la actividad presentada por

los enantiéomeros.

Figura 12, NADH deshidrogenasa. Cada valor representa el promedio + desviaciéon estandar

de tres experimentos independientes. * Significativamente diferente del control (p < 0,05).
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3.2.4. Succinato oxidasa

La evaluacién de actividad de los enantibmeros en la concentracién de 50 pg/mL no
provocé ninguna variaciébn en la actividad de la enzima. Por el contrario para la
concentracion de 100 pg/mL se observd una inhibicién significativa de la enzima, de un

55% para la R-carvona y un 60% para la S-carvona (Figura 14).
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Figura 13. Succinato oxidasa. Cada valor representa el promedio + desviacion estandar
de tres experimentos independientes. * Significativamente diferente del control (p < 0,05).
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3.2.5. Succinato citocromo c reductasa

Se observé una inhibicion sobre la enzima tras la adicion de los enantiomeros en
concentracion de 100 pg/mL, del 57% para la R-carvona y 51% para S-carvona. No se
observd ningun cambio significativo en la actividad de la enzima en presencia de los

enantiomeros a 50 pg/mL (Figura 15).

Figura 15. Efecto de los enantimeros de carvona sobre la Succinato citocromo c reductasa. Cada
valor representa el promedio = desviacidon estandar de tres experimentos independientes. *

Significativamente diferente del control (p < 0,05).
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3.2.6. Succinato deshidrogenasa

Al igual que para las enzimas NADH citocromo c reductasa y NADH deshidrogenasa la
adicion de los enantiomeros R y S-carvona, no produjo ningun efecto estimulante o
inhibidor en la Succinato deshidrogenasa, para ninguna de las concentraciones trabajadas

(50 y 100 pg/mL), como se evidencia en la figura 16.

Figura 14. Efecto de los enantiomeros de carvona sobre la Succinato deshidrogenasa.
Cada valor representa el promedio * desviacibn estandar de tres experimentos

independientes. * Significativamente diferente del control (p < 0,05).

120 -

100 -
80 -

60 -
M R-carvona

% Control

i S-carvona

50 100
Concentracion (ug/mL)

El analisis en conjunto de todos los resultados obtenidos en mitocondria integra, sugiere
gue la (R) y (S)-carvona en el complejo I, provocan una inhibicién estadisticamente
significativa para la respiracion en presencia de ADP (estado 3). La concentracion de
50ug/mL presentd diferencias estadisticamente significativas sobre el efecto inhibitorio
mayor en el S-enantiomero en comparacién al R-enantiomero. El efecto inhibitorio en
concentraciones de 100 pg/mL es creciente con respecto a la concentracién de 50 pg/mL,
evidencidandose un efecto dosis-dependiente en los enantibmeros estudiados. La adiciéon
de los metabolitos, también provocé un aumento para la respiracién en ausencia de ADP
(estado 4), siendo estadisticamente significativa solo para la S-carvona en una
concentracion de 100 pg/mL. En conjunto estos dos efectos causaron una disminucion en

el CCR.
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Los resultados en mitocondria fragmentada indican que (R) y (S)-carvona afectan el
transporte de electrones del citocromo ¢ al complejo 1V, efecto que se evidencia en la
inhibicién observada para la NADH oxidasa. Los resultados en mitocondria integra y
fragmentada sugieren que los enantiomeros en el complejo |, actdan evitando la normal
circulacién de electrones, lo que impide la formacién de potencial de membrana y en

consecuencia la sintesis de ATP.

En el complejo Il, también se evidencia una inhibicién estadisticamente significativa para
la respiracion en presencia de ADP (estado 3), para los dos metabolitos en las
concentraciones estudiadas. Se observd un aumento en la velocidad de consumo de
oxigeno en ausencia de ADP (estado 4) estadisticamente no significativo para ninguna de
las concentraciones evaluadas. La suma de estos dos efectos, nuevamente se reflejan en

la disminucion del CCR.

Los resultados tras la adicion de los metabolitos en mitocondria fragmentada, sugieren
gue estos afectan el transporte de electrones del complejo Il al Il y del citocromo c al
complejo 1V, por las inhibiciones observadas para la Succinato deshidrogenasa y
succinato oxidasa respectivamente. En conjunto los ensayos confirman que los
enantibmeros actlan sobre la cadena de transporte de electrones, sin embargo, es
necesario aclarar si los efectos de los enantidmeros incluyen alteraciones en el potencial
de membrana, incrustaciones en la membrana mitocondrial interna afectando la
permeabilidad y causando la generacion de gradientes iénicos y evaluar la posible

inhibicion de la ATPasa para complementar los resultados aqui obtenidos.

El perfil que presentan estos enantiomeros sobre la cadena respiratoria, sugiere que
tienen potencial farmacoldgico, y podrian ser usados para ensayos de actividad
anticancerigena por sus efectos sobre el CCR, antiacidos por sus efectos sobre complejos
gue son bombas de protones, paraganglioma, feocromocitoma y enfermedad de Leigh por
sus efectos sobre el complejo ll, ataxia, enfermedad de Alper, enfermedad de Leber y
rabdomiolisis por los efectos presentados sobre el complejo IV de la cadena respiratoria.
Adicionalmente, es importante resaltar que en términos generales los dos enantibmeros
presentaron resultados similares, por lo que se sugiere gque es posible testar mezclas

racémicas para continuar con la evaluacion de la actividad biolégica de estos compuestos.
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Con el desarrollo del proyecto se buscaba encontrar posibles diferencias en los efectos de
los enantidmeros de carvona, pues a pesar de tener las mismas propiedades quimicas,
los enantibmeros se caracterizan por presentar diferentes propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas, debido a la posicion de sus grupos funcionales. Es esta Ultima
propiedad la mas importante al momento de evaluar la actividad biol6gica de los
enantiomeros (Aguilar & Mendiola, 2009). En la literatura se reporta la diferencia en la
actividad biologica observada entre enantiomeros de analgésicos locales (Mather &
Edwards, 2008). Hasta hace unos afos, salvo la lidocaina, que carece de centro quiral,
los anestésicos locales del tipo amida se presentaban como mezclas racémicas.
Actualmente, la industria farmacéutica ha logrado la sintesis de S-enantibmeros, que
poseen una menor toxicidad sistémica (Aguilar & Mendiola, 2009). La ropivacaina es el S-
enantiomero del 1-propil- 2',6'pipecolixilidido. Es el primer anestésico local comercializado
en Espafia como enantiomero puro en un intento de disminuir los efectos toxicos de la
mezcla racémica de bupivacaina (Aberg, 2007). Muchos estudios han puesto en
manifiesto que el enantimero R de la bupivacaina es menos cardiotéxico que el
enantiomero S (Mather & Edwards, 2008).

A pesar de que, por lo menos para los analgésicos locales, la actividad de los
enantibmeros se ve mas pronunciada en uno de los isbmeros, los resultados aqui
reportados para la evaluacion de la R y S-carvona sugieren que no existen diferencias
significativas en la actividad sobre el mecanismo bioenergético de la mitocondria y por eso
se sugiere que futuros estudios de estos enantibmeros podrian realizarse como mezclas

racémicas.
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4. CONCLUSIONES

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los efectos
observados en los ensayos para la R-carvona y S-carvona sobre el metabolismo

bioenergético mitocondrial.

La adicibn de los enantiomeros caus6 una disminucion estadisticamente
significativa, en el estado 3 y el CCR, parametros propios de la respiracion

mitocondrial.

En conjunto los ensayos confirman que los enantibmeros actian sobre la cadena
de transporte de electrones, inhibiendo las enzimas NADH oxidasa, Succinato

oxidasa y Succinato citocromo c¢ reductasa.

En presencia de los enantimeros el efecto de inhibicibn fue mayor para el

sustrato glutamato-malato en comparacién con el succinato.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar mezclas racémicas para continuar con la evaluaciéon de la actividad
biolégica de estos compuestos y confirmar que los dos enantidmeros presentan

efectos similares.

Realizar ensayos especificos para evaluar el potencial de membrana y la ATPasa,
gue permitan esclarecer los efectos de los enantiomeros sobre la permeabilidad

de la membrana mitocondrial y la inhibicion sobre las bombas de protones.

Aumentar la concentracion de los enantiomeros para confirmar el efecto dosis-

dependiente observado en las concentraciones estudiadas.

Evaluar los efectos de los enantibmeros sobre células cancerigenas.
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6. PUBLICACIONES

Los resultados parciales de este proyecto fueron divulgados en el 30 Congreso
Latinoamericano de Quimica 2012 celebrado en Cancun-Mexico del 27 al 31 de octubre y
en los eventos XIV Encuentro Nacional de Estudiantes de Quimica-UIS 2012 y | Congreso
Latinoamericano de estudiantes de Quimica pura y Aplicada-UIS 2012 celebrados en
Bucaramanga-Colombia del 6 al 9 de noviembre. (Anexo A, By C).
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ANEXOS

ANEXO A
Certificado 30 Congreso Latinoamericano de Quimica 2012 celebrado en Cancun-

Mexico.
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ANEXO C
| Congreso Latinoamericano de estudiantes de Quimica puray Aplicada-UIS 2012
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