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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DE ALCALOIDES
ANALOGOS A LA GIRGENSOHNINA SOBRE EL METABOLISMO ENERGETICO
MITOCONDRIAL DE LARVAS DE Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)”

AUTOR: Mayra Alejandra Borrero Landazabal ~
PALABRAS CLAVE: Fosforilacion oxidativa, Girgensohnina, Aedes aegypti.
RESUMEN

El efecto de AL-47: 2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-(piperidin-1-il) acetonitrilo, AL-48: 2-(3,4-
Dioximetilenfenil)-2-(piperidin-1-il)  acetonitrilo, AL-49:  2-(3,4-Dimetoxifenil)-2-
(pirrolidin-1-il) acetonitrilo; AL-50: 2-(3,4-Dioximetilenfenil)-2-(pirrolidin-1-il)
acetonitrilo), cuatro a-aminonitrilos analogos a la girgensohnina sobre los complejos
[, Il, 'y IV de la cadena respiratoria mitocondrial en larvas de mosquito Aedes
aegypti. Las actividades enzimaticas de NADH y succinato oxidasas, se
determinaron  por métodos  polarogréficos, mientras que  métodos
espectrofotométricos fueron implementados para la determinacién de las actividades
enzimaticas de NADH y succinato deshidrogenasas, citocromo ¢ reductasa y
citocromo c oxidasa (a concentraciones de 8nM, 2uM, 8uM and 40uM). Los
compuestos presentaron presentaron actividad inhibitoria sobre el complejo I, al
reducir la actividad de la NADH deshidrogenasa de 20 a 25%, y la NADH oxidasa de
25 a 40%, las moléculas AL-49 y AL-50 presentaron una mayor actividad inhibitoria.
La succinato oxidasa fue inhibida por los a-aminonitrilos de 20 a 40%, siendo el AL-
49 el compuesto que presentd mayor inhibicién. La succinato deshidrogenasa
aumento su actividad en presencia de los diferentes compuestos (de 50 a 150%), lo
gue sugiere un bloqueo en el transporte de electrones hacia el oxigeno que no
involucra la succinato deshidrogenasa. La evaluacion de los compuestos sobre la
succinato citocromo ¢ reductasa, no revel6 un efecto significativo sobre la enzima; a
diferencia de la citocromo ¢ oxidasa, que aument6 su actividad de 25 a 100% en
presencia de los alcaloides. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para las
diferentes enzimas, se sugiere una pérdida de electrones mediada por la
ubiquinona, favoreciendo la formacion de especies reactivas de oxigeno. Los
resultados explican el efecto larvicida previamente reportado para los compuestos.

" Trabajo de grado
Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Directora, Stelia Carolina Mendez, PhD. Codirectora,
Aurora Carrefio, Msc.
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ABSTRACT

TITTLE: STUDY OF THE MECHANISM OF ACTION OF ANALOG TO
GIRGENSOHNINA ALKALOIDS ON MITOCHONDRIAL ENERGY METABOLISM
OF LARVAE Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)’

AUTOR: Mayra Alejandra Borrero Landazabal ~
KEY WORDS: Oxidative phosphorylation, Girgensohnina, Aedes aegypti.
ABSTRACT

The effects of AL47: 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-(piperidin-1-yl) acetonitrile, AL48: 2-
(3,4-dioxymethylenphenyl)-2-(piperidin-1-yl) acetonitrile, AL49: 2-(3,4-
dimethoxyphenyl)-2-(pyrrolidin-1-yl) acetonitrile and ALS50: 2-(3,4-
dioxymethylenphenyl)-2-(pyrrolidin-1-yl) acetonitrile, 4 synthetic girgensohnine
alkaloid analogs, were analyzed on aedes aegypti larvae mitochondria. The
enzymatic activities of NADH and succinate oxidases were determined by
polarographic methods. Spectrophotometric methods were used for enzyme
activities determination of NADH, succinate dehydrogenase, cytochrome c¢ reductase
and cytochrome c oxidase (at concentrations of 8 nM, 2uM, 8uM and 40uM). The
compounds showed inhibitory activity of complex I, by reducing the activity of NADH
dehydrogenase 20 to 25%, and NADH oxidase from 25 to 40%, the molecules AL49
AL50 showed a higher inhibitory activity. Succinate oxidase was inhibited by 20 to
40%, the compound AL49 showed the higher inhibition. Succinate dehydrogenase
activity increased in the presence of the compounds (from 50 to 150%), suggesting a
blocking of electrons transportation to oxygen that does not involves the succinate
dehydrogenase enzyme. Succinate-cytochrome c¢ reductase evaluation do not
revealed effect of the compounds on the enzyme; unlike cytochrome c oxidase,
which increased its activity by 25 to 100% in the presence of the alkaloids.
Considering the results obtained for the different enzymes, an electron leak of the
respiratory chain is suggested, favoring the formation of reactive oxygen species.
These results contribute to the explanation of larvicidal effect that was previously
reported for these compounds.

" Bachelor Thesis
Science Faculty. Chemistry School. Director, Stelia Carolina Mendez, PhD. Codirector, Aurora
Carreio, Msc.
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INTRODUCCION

Enfermedades transmitidas por la picadura de artrépodos son la principal
causa de muerte y morbilidad en el mundo (Elston 2004). El mosquito Aedes
aegypti, es el principal vector de la enfermedad del dengue, este
padecimiento de tipo viral se extiende rapidamente en zonas tropicales
donde condiciones ambientales facilitan su proliferacion. Se estima que en el
mundo hay 2500 millones de personas en riesgo de ser infectadas por el
virus del dengue (World Health Organization 2009). Entre las principales
estrategias para el control del vector, se realizan camparfias de limpieza en
sitios de almacenamiento y estancamiento de aguas y se emplean larvicidas
e insecticidas. Temephos, permethrin, Bti y piriproxifen son los tratamientos
larvicidas mas ampliamente usados. La aplicacién prolongada de larvicidas e
insecticidas como medio de control quimico puede llevar al desarrollo de
fendbmenos de resistencia y de contaminacién ambiental (Kittayapong 2000;
World Health Organization 1992; Rose 2001).

La toxicidad de los insecticidas mas comunmente usados, como los
organofosforados y los carbamatos, esta relacionada con la capacidad de
inhibicién sobre la enzima acetilcolinesterasa (AChE) (Fukuto 1990). De esta
forma, se buscan nuevos compuestos que presenten capacidad inhibitoria
sobre esta enzima. Por otra parte, la girgensohnina; es un compuesto
cianogénico que se encuentra en la Girgensohnia oppositiflora
(Amaranthaceae), planta originaria de los desiertos de Kazakhstan, al norte
de Irag y al sur de Pakistan (Sukhorukov 2007); dicho compuesto, fue
sintetizado en estudios anteriores, descubriendo ademas su capacidad para

inhibir la AChE. Posteriormente, se sintetizaron a-aminonitrilos analogos a la
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girgensohnina, con el fin de incrementar la actividad inhibitoria sobre la
enzima y ademas, se evalud la actividad insecticida sobre larvas de A.
aegypti. Se encontr6 que seis de estos compuestos presentaron mayor
inhibicion sobre la AChE con respecto a la girgensohnina, con valores de ICs
de 42-51uM en ensayos in vitro de inhibicion sobre AChE y actividad
insecticida in vivo en concentraciones menores a 140ppm en larvas de A.

aegypti (Carrefio et al. 2014).

De acuerdo a los resultados obtenidos para estas moléculas en cuanto al
efecto inhibidor sobre la enzima AChE y su actividad insecticida, se propuso
profundizar en el estudio de las propiedades biologicas de dichos
compuestos. Por lo tanto, en este trabajo se evalua el efecto de los a-
aminonitrilos previamente mencionados sobre los complejos enzimaticos de
la cadena respiratoria mitocondrial, en mitocondrias aisladas de larvas de
mosquito A. aegypti. Los experimentos in vitro fueron realizados usando
técnicas espectrofotométricas y polarograficas para la evaluacion de la

actividad enzimatica de cada una de las enzimas de la cadena respiratoria.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de a-aminonitrilos disefiados con base en la estructura de la

girgensohnina sobre el metabolismo energético mitocondrial de larvas de

Aedes aegypti.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Emplear una metodologia que permita el aislamiento de mitocondrias

de larvas de mosquito A. aegypiti.

e Determinar los efectos de a-aminonitrilos analogos a la girgensohnina

sobre la actividad enzimatica de las siguientes enzimas de la cadena

respiratoria:

o

o

o

NADH oxidasa.

NADH citocromo c reductasa.
NADH deshidrogenasa.

Succinato oxidasa.

Succionato citocromo c reductasa.
Succinato deshidrogenasa.

Citocromo c oxidasa.
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2. MARCO TEORICO

2.1 DENGUE

La infeccidon con el virus dengue es una de las causas mas frecuentes de
morbilidad y mortalidad en las areas tropicales y subtropicales alrededor de
todo el mundo. EI mosquito Aedes aegypti miembro de la familia Flaviviridae,
circula el virus dengue en la naturaleza como cuatro distintos serotipos, 1-4.
Los sintomas clinicos y patologicos causados por los cuatro serotipos son,
indistinguibles y van desde una enfermedad benigna similar a la gripe hasta
sintomas hemorragicos severos y shock hemodinamico, con sintomas

encefalopaticos (Bielefeldt-Ohmann 1998).

Se piensa que una infeccién primaria confiere inmunidad permanente contra
el serotipo infectado, pero solo por 2 a 3 meses contra una re-infeccion por
un serotipo diferente (Halstead 1974; World Health Organization 2009). Los
individuos con una segunda infeccion por dengue producen reaccion cruzada
de anticuerpos no neutralizantes y células T de memoria, lo que puede
aumentar la replicacion del virus y sobreproduccion de citoquinas, que a su
vez son factores de riesgo para el dengue hemorragico (Rothman and Ennis
1999).

El dengue es la enfermedad viral mas rapidamente expansiva en el mundo.
En los ultimos 50 afos, la incidencia se incrementd 30 veces (Figura 1),
cada vez con mayor expansion hacia nuevos paises, y de zonas urbanas a
rurales. Se estima que ahora se producen de 50 a 100 millones de nuevas
infecciones anuales en mas de 100 paises endémicos, poniendo casi la

mitad de la poblacion mundial en riesgo (World Health Organization 2012).
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Figura 1. Numero promedio de casos de dengue y dengue grave notificados a la
OMS cada afio entre 1955-2007 y nimero de casos reportados en los recientes
afos, 2008-2010 (World Health Organization 2012).

En comparacion con otras enfermedades, el dengue puede causar tanto o
mas perjuicio social, que otras enfermedades transmisibles en algunas de las
regiones mas afectadas. En América Latina y el Caribe, por ejemplo, en la
década de 1990 el dengue causé una carga social, econémica y de salud
publica, similar a enfermedades como la meningitis, la hepatitis, la malaria, el
grupo de enfermedades de la infancia (poliomielitis, sarampion, tos ferina, la
difteria y el tétanos) o la tuberculosis (World Health Organization 2012).

2.1.1 Control del dengue
Debido a la falta de vacunas que confieren inmunidad a los diferentes

serotipos de la enfermedad y a la ausencia de medicamentos para su

17



tratamiento, la prevencién o reduccion de la transmision del virus del dengue
depende enteramente del control de los mosquitos vectores o la interrupcion

del contacto humano-vector.

Las actividades para controlar la transmision deben estar dirigidas al
mosquito A. aegypti (el vector principal) en los habitats de desarrollo, etapas
inmaduras y adultas, asi como en otros lugares donde se presenta el
contacto humano vector (por ejemplo, escuelas, hospitales y lugares de
trabajo), a menos que exista soélida evidencia de que A. albopictus u otras
especies de mosquito sean los vectores locales del dengue. El A. aegypti
prolifera en espacios con agua estancada, tales como aquellos que se usan
para el almacenamiento de agua doméstica, para plantas decorativas,
depdsitos expuestos y llenados por la lluvia, que incluyen llantas usadas,
recipientes desechables de alimentos y bebidas, canales obstruidos y
edificios en construccion. Generalmente, la mayoria de los mosquitos adultos
permanece a menos de 100 metros del lugar de donde emergieron (World
Health Organization 2009), ya que las hembras se alimentan casi
enteramente de los humanos, principalmente durante las horas diurnas, tanto

en interiores como en exteriores (Erlanger, Keiser, and Utzinger 2008).

Al seleccionar el método de control de vectores mas apropiado (o la
combinacion de métodos), se debe tener en cuenta la ecologia local y la
conducta de las especies seleccionadas, los recursos disponibles para la
implementacion, el contexto cultural en el que se llevan a cabo las
intervenciones, la factibilidad de aplicarlas de manera oportuna y la
adecuaciéon de la cobertura’. Los métodos para el control de vectores

incluyen la eliminacion o el manejo de habitats larvarios, eliminando las

1 La adecuacién de la cobertura implica definir las Areas o sectores de la comunidad,
sobre las cuales se implementara dicho método de control.
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larvas con insecticidas, el uso de agentes biolégicos y la aplicacién de
adulticidas (Kittayapong 2000).

2.1.2. Control quimico: larvicidas

La mayoria de los programas de control de mosquitos apuntan a estadios
larvarios en sus lugares de cria con larvicida debido a que el adulticida s6lo
puede reducir las poblaciones de adultos lo cual permite un control solo
temporal. Debido al dramético aumento de la resistencia de los mosquitos a
los productos quimicos conocidos y en ausencia de nuevos compuestos, se
buscan mejores medios alternativos de control. La urgencia para cumplir con
esta falencia se ha incrementado; especialmente tras la reciente conciencia
publica sobre los peligros potenciales que emana del uso generalizado de
insecticidas (M.-K. Kim et al. 2002). Uno de los larvicidas mas comunmente
empleados para combatir los mosquitos A. aegypti es el Temephos®. A pesar
de ser muy empleado, este insecticida organofosforado ha reducido su
efectividad debido a la resistencia desarrollada por larvas de mosquitos de
diferentes géneros entre ellos el Aedes. Este tipo de resistencia fue
encontrada en mosquitos en Rio de Janeiro, Brasil, hace alrededor de 12
afos. La resistencia inducida por Temephos ha sido reportada también por
investigadores indues para diferentes estadios de mosquitos A. aegypti (da
Silva-Alves et al. 2013).

Varios escritos encontrados cerca del mediterraneo que datan del siglo VI o
VIl D.C, que hablan sobre temas agricolas, revelan que las personas
controlaron y eliminaron mosquitos y otras plagas de insectos domésticos por
la eliminacion fisica de ellos o mediante el uso de partes de plantas y

derivados de plantas antes de la llegada de los productos quimicos sintéticos

19



(Smith and Secoy 1975). Estas plantas contenian fitoquimicos insecticidas
que estaban compuestos predominantemente de metabolitos secundarios
producidos por las plantas para protegerse contra los insectos herbivoros
(Casida 1980; Smith and Secoy 1976).

Actualmente, los compuestos de origen fitoquimico son un tema de gran
interés cientifico, muchos estudios se han enfocado en las actividades
biolégicas (entre esas la insecticida y larvicida), que presentan extractos,
aceites esenciales y metabolitos de un gran numero de plantas (Garcez et al.
2009; Rajkumar and Jebanesan 2010). La mayoria de los estudios sobre los
fitoquimicos se centran en las hierbas y otras plantas medicinales; esto
porque el conocimiento experimental histérico y estudios cientificos han
demostrado que son particularmente activos contra ciertos organismos. Se
ha encontrado que existe una conexion entre la actividad de las plantas
contra agentes patégenos y la actividad insecticida contra los mosquitos
(Shaalan et al. 2005).

La bioactividad de compuestos fitoquimicos contra las larvas de mosquitos
puede variar significativamente dependiendo de la especie de planta, parte
de la planta, edad de la planta, solvente usado en la extraccion y mosquitos.
Varios estudios se han centrado especificamente en la actividad larvicida de
plantas medicinales en diferentes regiones geograficas (Garcez et al. 2009;
Knio et al. 2008; Matasyoh et al. 2011; Ciccia, Coussio, and Mongelli 2000;
Tennyson, Ravindran, and Arivoli 2012; Bobadilla, Sisniegas, and Zavaleta
2005; Shaalan et al. 2005).
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2.1.3. Control quimico: insecticidas

Los insecticidas abarcan un amplio rango de efectos en los insectos y otros
artrépodos. Un ejemplo es la neuroexcitacion que resulta en hiperactividad,
temblor, y pardlisis debido a la disminucion de la energia y la fatiga
neuromuscular, mientras la neuroinhibicion causa inmovilidad y pardlisis por
causa de la posible privacion del oxigeno y/o reduccion de la capacidad

respiratoria que finalmente conlleva a la muerte (Rattan 2010).

Entre los insecticidas mas usados se encuentran los organofosforados,
carbamatos y piretroides. Los compuestos organofosforados (OP) junto con
los carbamatos son aun la clase de insecticidas mas ampliamente usados en
el mundo. Sus mecanismos primarios de toxicidad involucran la inhibicién de
la acetilcolinesterasa (AChE), induciendo a la toxicidad sistémica a partir de
la hiperestimulacién colinérgica (Guizzetti et al. 2005). Los insecticidas
piretroides se desarrollaron en una secuencia clasica: Se observé actividad
en un extracto natural, los compuestos responsables se aislaron e
identificaron y posteriormente, se sintetizaron analogos para incrementar su
actividad. Los piretroides se han evaluado para muchas aplicaciones y como
posible remplazo para algunos de los insecticidas organofosfatos,
carbamatos, u organoclorados, ahora considerados inaceptables (Elliott and
Janes 1974).

Por muchos afios durante la produccién, cultivo y almacenamiento pos-
cosecha de frutas, el uso continuo y con poco apego a las normas de
regulacion y seguridad de insecticidas, pesticidas y plaguicidas generé un
gran descontrol en los sistemas biologicos. Se han generado fenbmenos de
resistencia en algunas especies de insectos y alteraciones en el medio
ambiente (Park et al. 2002). Esto provoca desde toxicidad profunda hasta

desérdenes del sistema nervioso, cancer y recientemente se ha encontrado
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que algunos pesticidas pueden alterar los sistemas endocrinos y afectar la
reproduccion por interferencia con las hormonas naturales (Schierow and
Esworthy 2012; Copeland 2012).

En la busqueda de nuevos compuestos con posible actividad insecticida, se
ha recurrido a las plantas como fuente de compuestos. EI metabolismo
primario de las plantas sintetiza compuestos esenciales y de presencia
generalizada en todas las especies vegetales, sin embargo, los productos
finales del metabolismo secundario como los alcaloides, aminoacidos no
proteicos, esteroides, fenoles o taninos, pueden tener diferentes funciones
biolégicas. Dentro de éstas se destaca por su importancia, la actividad contra
el ataque y proliferacion de insectos evitando que las plantas sean
consumidas por herbivoros. No se ha identificado un patron de maxima
produccion, ni Organos especiales para el almacenaje de metabolitos
secundarios, sin embargo, la mayor concentracion de éste tipo de
compuestos se encuentre en flores, frutos y semillas (Coats 1994). Se ha
propuesto que los metabolitos secundarios que utilizan las plantas para su
proteccion, pueden inhibir el desarrollo normal de los insectos actuando

como:

Reguladores del crecimiento: al ser consumidas, las biomoléculas alteran
el desarrollo normal del insecto, evitando que este alcance su crecimiento
pleno y en muchas ocasiones su capacidad de desarrollar correctamente sus

alas y volar.

Inhibidores de la alimentacion: desarrollando una accion de blogueo en la
absorcion de los nutrientes basicos para el crecimiento del insecto, por lo que

después de que el insecto ingiere el fitometabolito muere por inanicién.
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Repelentes: ésta actividad la desarrollan basicamente los compuestos que
ejercen efectos irritantes a los agentes que intentan atacar a la planta, como
el hinojo (Foniculum vulgare), ruda (Ruta graveolens) y eucalipto (Eucaliptus
globolus), entre otras plantas arométicas (Vazquez, Pérez, and Diaz 2009).

Para el desarrollo de este trabajo, se usaron compuestos derivados de un
metabolito aislado de la planta Girgensohnia oppositifiora (Amaranthaceae).
A continuacion, se describe su obtencion y la actividad biolégica conocida

hasta ahora.

2.2 GIRGENSOHNINA

La girgensohnina es un metabolito cianogénico extraido con un rendimiento
no mayor al 0.05% de Girgensohnia oppositiflora (Amaranthaceae), arbusto
que crece en los desiertos de Rusia e Iran (Figura 2). Este es uno de los
casos inusuales de compuestos cianogénicos con un anillo de piperidina sin

un enlace glicosidico en su estructura (Sukhorukov 2007).

Figura 2. Girgensohnia oppositiflora y girgensohnina (Kouznetsov and Arenas
2013).
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En el afio 2008 el Laboratorio de Quimica Orgénica y Biomolecular LQOBIo
desarroll6 una ruta sintética para acceder al alcaloide girgensohnina
utilizando piperidina, p-hidroxibenzaldehido, KCN y cantidades cataliticas de
InCls. (Figura 3). El alcaloide se obtuvo con un rendimiento del 76%. En este
mismo afio, se reportaron los resultados de los estudios de inhibicion de la
girgensohnina sobre la enzima acetilcolinesterasa, mostrando que, aunque
su inhibicion no es mayor que la de patrones empleados, podria convertirse
en un compuesto lider, que mediante transformaciones quimicas ofreciera

analogos que brinden una inhibicién mayor.

OH
HN KCN/ InCI3
MeCN
N///C N
Piperidina
p-Hidroxibenzaldehido
Girgensohnina

Figura 3. Sintesis del alcaloide Girgensohnina

2.2.1 a-aminonitrilos analogos a la girgensohnina

En el LQOBIo se desarrollaron estudios y se obtuvieron nuevos analogos
estructuralmente similares a la girgensohnina (Figura 3). Se evaluo el efecto
de cada uno de los analogos sobre la enzima AChE y la actividad insecticida
sobre larvas de A. aegypti. Se encontr0 que seis de los compuestos
estudiados presentaron de moderada a buena inhibicion sobre la AChE

comparado con el alcaloide natural, con valores de IC5y entre 42-51uM, en
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ensayos in vitro y actividad insecticida in vivo a concentraciones menores a

140 ppm en larvas de A. aegypti (Carrefio et al. 2014).

De los seis compuestos mencionados anteriormente, se escogieron cuatro

cuyas estructuras se relacionan por la presencia de la pirrolidina o piperidina

y los grupos -OCH3 y -OCH,0 (Figura 4).

Alcaloide Analogos a-

cabeza de serie aminonitrilicos

OH R,
R,

N~ Cs (\N Cs
@ 8

Girgensohnina

Anélogo. X R1 R> ICs0 (Mg/mL)
AL47 CH,CH> OCH3 OCHs 11.6+0.2
AL48 CH>CH> OCH,0 15+0.1
AL49 CH> OCH3s OCHs 10.3+1
AL50 CH> OCH,0 11.6+0.2

Girgensohnina CH,CH; OH -- 20.1+0.2

Figura 4. Estructuras de los a-aminonitrilicos obtenidos y resultados de inhibicion de

la AChE.

25




Se escogieron estas cuatro estructuras con el fin de encontrar una relacion
entre la presencia de la pirrolidina/piperidina y OCH3/OCH,0O y su efecto
sobre la bioenergética mitocondrial. Por lo tanto, a continuaciéon se hace una
revision sobre la mitocondria, donde se encuentra la cadena transportadora

de electrones, la cual es nuestro objetivo de estudio.

2.3 LA MITOCONDRIA

La mitocondria es una organela con un origen ciertamente peculiar. Todas
sus caracteristicas estructurales y funcionales evidencian que en el
nacimiento de la célula eucariota, una bacteria fue fagocitada por un
microrganismo de mayor tamafio con el fin de aprovecharse de la energia, en
forma de ATP, que ésta fabricaba mientras la célula anfitriona dotaba a su
huésped de materias primas y proteccion. La simbiosis perfecta entre estos
dos organismos primitivos, supone uno de los pasos mas importantes de la

evolucion (Emelyanov 2003).

La mitocondria juega un papel importante en el metabolismo celular al
mantener los niveles de ATP, dando la energia necesaria para el
funcionamiento de la célula. A su vez, regula los niveles de mensajeros
secundarios como Ca®* y especies reactivas de oxigeno al citoplasma y
también se destaca su participacion en los procesos de induccién de muerte
celular, la cual esta relacionada con el aumento de la permeabilidad de sus

membranas (Sims and Muyderman 2010).
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2.3.1 Estructura 'y composicion

La mitocondria tiene alrededor de 0.5-1um de diametro y hasta 7um de
longitud. Pueden aparecer como esferas, varillas u organismos filamentosos,
pero la arquitectura general es la misma (Figura 5). EI ndmero de
mitocondrias por célula, varia dependiendo de los requisitos de energia: los
tejidos con una alta capacidad para realizar funciones metabdlicas aerdbicas
tales como el masculo esquelético o el rifion tendra un mayor namero de

mitocondrias.

Las mitocondrias tienen dos membranas, cada una compuesta de una bicapa
de fosfolipidos. Las dos membranas son muy diferentes en apariencia y en
las propiedades fisico-quimicas, determinando asi la funcion bioguimica de
cada membrana (Krauss 2001). La membrana interna encierra el espacio de
la matriz que contiene los sistemas de enzimas centrales del metabolismo
intermediario de energia, incluyendo el ciclo del acido tricarboxilico (CAT) y el
sistema de B-oxidacion de acidos grasos. En la matriz se producen las
reacciones terminales de descomposicion y oxidacion de moléculas
combustible a dioxido de carbono, con la produccién simultdnea de
equivalentes reductores para la cadena de transferencia de electrones
mitocondrial. Una serie de complejos enziméticos en la membrana interna
mitocondrial (MIM), reducen el oxigeno a agua y convierten la energia de
combustién en ATP, el cual tiene una gran carga de energia libre negativa de
hidrolisis, capaz de conducir las reacciones endergdnicas en redes de

reacciones acopladas.

El mecanismo para la conversion de la energia de combustion, se basa en el
bombeo redox de protones impulsados desde la matriz hacia el espacio
intermembrana, con una formacion de potencial electroguimico
transmembrana a través de la membrana interna mitocondrial. El potencial es

transformado en energia “quimica” de ATP por medio de F;F,-ATP sintasa,
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un motor nanoquimico, el cual, por medio de movimiento rotatorio provocado
por el reflujo de protones, produce cambios de conformacion en la proteina
capaz de energizar la sintesis de ATP a partir de fosfato de dinucleétido de
adenosina (ADP) y fosfato inorganico (Pi) (Passarella et al. 2003; Ernster and
Schatz 1981; Krauss 2001).

Para evitar el gasto indebido de energia en forma de calor, el potencial
electroquimico no debe permitir disminuirse debido a la permeabilidad
incontrolada de la membrana para moléculas cargadas. Incluso en estas
condiciones, sustratos y algunos metabolitos claves deben ser capaces de
entrar o salir de la mitocondria (quienes son dependientes del metabolismo
citosolico). Este tipo de relaciones impuestas por compartimentacion
intracelular, ha llevado a la formacion de una red metabdlica intrincada del
metabolismo energético que abarca el citosol y la mitocondria (Hassinen
2014).

/ Membrana externa

Membrana interna

Matriz mitocondrial

Espacio
intermembrana

Figura 5. Estructura interna de la mitocondria (Vergara 2010).
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2.3.2. Cadenarespiratoria

Tradicionalmente la cadena respiratoria mitocondrial se define como el
grupo de complejos enzimaticos involucrados en la transferencia de
electrones al oxigeno, con simultanea conservacion de energia, por medio de
bombas de protones redox-impulsadas y la utilizacion del protén y el
gradiente eléctrico en la sintesis de ATP. Los componentes son
demoninados complejo I, complejo Il, complejo Ill, complejo IV y complejo V
(Figura 6).

Las enzimas estrechamente relacionadas que alimentan la cadena
respiratoria son las enzimas ubiquinona-reductoras, que contienen flavina
adenina dinucleétido (FAD) (es decir, succinato-ubiquinona oxidorreductasa
[Complejo 11], flavoproteina de transferencia de electrones [ETF]-ubiquinona
oxidorreductasa y glicerol-3-fosfato-ubiquinona oxidorreductasa), pero éstas,

por si solas, no son capaces de bombear protones.

La funcion de bombeo de protones de las enzimas redox de la cadena
respiratoria genera un gradiente de protones (ApH) y un potencial de
membrana (Ay) a través de la membrana interna. Juntos, los gradientes de
potencial de protones y de membrana representan una diferencia de
potencial electroquimico de protones (Afiy+), una carga de energia libre
(kJ/mol) que conduce a la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi por la F1Fo-
ATPasa (Hassinen 2014).

Con el fin de esclarecer el funcionamiento del transporte de electrones, se
hablara de cada uno de los complejos enzimaticos que conforman la cadena
respiratoria mitocondrial. Su morfologia, funcion y mecanismo de transporte

de electrones, son los temas que se tratan a continuacion.
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Matriz (lado N)

Figura 6. Complejos de la cadena respiratoria mitocondrial (Lehninger, Nelson, and
Cox 2008).

2.3.2.1 Complejo |

El complejo | (NADH-ubiguinona oxidoreductasa) es una de las mas grandes
enzimas con multiples subunidades en la membrana interna de la
mitocondria. En mamiferos, la enzima es un heteromero de 44 subunidades
diferentes con una masa molecular total de 980kDa (Balsa et al. 2012). Su
homologa bacteriana es relativamente pequefia (550 kDa) y tiene sélo 14
subunidades (o 13 debido a la fusion de genes), que se consideran como el
nacleo funcional de la enzima. Ambas enzimas de mamiferos y bacterianas
tienen forma de L, con un brazo hidrofilico dirigido hacia la matriz y un brazo
hidrofébico embebido en la MIM. La enzima contiene unido, no
covalentemente, mononucleétido de flavina (FMN), o riboflavina-5'-fosfato, en
el sitio activo de unidon-NADH del dominio hidrofilico y un sitio de union
ubiquinona en el dominio de la membrana. EI NADH dona equivalentes
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reductores a FMN, desde el cual, una secuencia de nueve centros de hierro-
azufre transmite electrones al sitio de reduccién de la ubiquinona Q
(formandose ubiquinol QH,), localizado en la regién de union entre los brazos

membranosos e hidrofilicos (Hassinen 2014).

El complejo | funciona como una bomba de protones redox-impulsada. Una
estequiometria 4H"/2e", ha sido generalmente aceptada. El sistema redox se

resume en la Figura 7.

Espacio intermembrana 4H+
A
-.-./.._.__.-" — T ----."'-,_“—. -"1’.¢QHE =
FMN FMNH: Centros Fe-S | — MIM
~__ Transferencia de e[ *-Q
.-'/- « | -
NADH + H* NAD* 2H*

Matriz mitocondrial

Figura 7. Sistema redox del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial.

Fuente: Autor.

2.3.2.2 Complejo Il

Aungque no tiene la capacidad de conservar la energia redox como un
potencial electroquimico, la succinato-ubiquinona oxidoreductasa (Complejo
II, o succinato deshidrogenasa- SDH), una enzima clave del ciclo del acido
tricarboxilico, ha sido considerada como un miembro de la cadena
respiratoria por histdricas razones, ya que ésta es una enzima intrinseca a la

membrana interna mitocondrial (Ishaaya, Nauen, and Horowitz 2007). La
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succinato-ubiquinona oxidorreductasa transmite la reduccion equivalente

directamente al ciclo ubiquinona/ubiquinol con la reaccién neta:
Succinato + Ubiquinona - Fumarato + Ubiginol

La estructura de la succinato-ubiquinona oxidorreductasa de mamiferos y
aves ha sido determinada por medio de cristalografia de rayos X. La enzima
es un heterémero de cuatro proteinas: una proteina de union de FAD, una
proteina hierro-azufre, y dos proteinas de anclaje de membrana. EI complejo
tiene una asimetria con forma de g, con un dominio hidrofilico globular y un

dominio de membrana (Cecchini and Schro 2002).

El dominio globular contiene una molécula FAD unida covalentemente en la
subunidad A y tres aglomerados de hierro-azufre en la subunidad B: uno
binuclear (2Fe-2S), uno trinuclear (3Fe-3S), y una tetranuclear (4Fe-4S). Los
aglomerados de hierro-azufre forman una cadena transportadora de
electrones de 40A desde el FAD hacia la ubiquinona y el hemo b en el
dominio de membrana. Las subunidades C y D son proteinas integrales de
membrana, cada una de ellas con tres hélices transmembrana. Contienen un
grupo hemo, hemo b y un sitio de union para la ubiguinona que es el aceptor
final de electrones en la reaccién catalizada por el complejo Il (Davis and
Hatefi 1970), ver Figura 8.
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Matriz mitocondrial
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SUCCINATO | FUMARATO

Figura 8. Complejo Il (succinato deshidrogenasa). Fuente: Autor.

En la Figura 8, se esquematizan las dos subunidades transmembrana, C
(verde) y D (violeta); las extensiones hacia la matriz contienen subunidades B
(azul) y A (naranja). La subunidad B tiene 3 centros de hierro-azufre; la
ubiquinona esta unida a la subunidad C. Los electrones se desplazan
(flechas azules) desde el succinato al FAD y seguidamente a través por los

centros Fe-S a la ubiquinona.

2.3.2.3 Complejo I

El complejo Il (ubiquinona- citocromo c-oxidoreductasa, o complejo
citocromo bc;) es un complejo enziméatico heteromérico de 11 a 12
subunidades diferentes, que transporta electrones desde el ubiquinol hacia el
citocromo c. La funciéon del Complejo Il se centra en el citocromo b, una
proteina de membrana con 8 hélices transmembrana, dos grupos hemo b y
dos dominios de wunibn a la ubiquinona (uno cercano al espacio

intermembrana o lado P, Qp; y otro cercano a la matriz mitocondrial o lado N,
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Qn) en cercania a los grupos hemos. El grupo hemo de potencial bajo, (b, -
30 mV) esté localizado cerca al espacio intermembrana y el grupo hemo de
potencial alto (by, +90 mV) cerca de la matriz mitocondrial. Ademas, el
complejo contiene una Unica proteina Fe-S (proteina Rieske) y citocromo c;
(en la Figura 9, se muestra la unidad dimérica funcional). (Iwata 1998; Gao
et al. 2003).

Citocromo ¢

pd /Proteina ferro-sulfurada

Citocromo ¢y " de Rieske
)

(lado ~)

Figura 9. Complejo del citocromo bc; (complejo Ill) (Lehninger, Nelson, and Cox
2008).

El citocromo c; y la proteina ferro-sulfurada de Rieske se proyectan desde la
superficie P y pueden interaccionar con el citocromo c¢ del espacio
intermembrana (aunque éste no forma parte del complejo funcional). El
complejo Il opera como una bomba de protones redox-impulsada con una
relacion 4H'/2e". Esto se basa en el llamado ciclo Q, donde la molécula
ubiquinol es oxidada en Qp por medio de un mecanismo bifurcado. En este
caso, un electron es donado hacia el hemo b, para luego ser transportado
hacia by y el otro electron es donado hacia el centro Fe-S Rieske, para ser

transferidos hacia el citocromo c¢; y luego hacia el citocromo c en la parte

34



externa de la MIM. Por lo tanto, el citocromo b con sus dos hemos, funciona
como un alambre vectorial de electrones transmembrana para la oxidacion
del ubiquinol en el sitio Qp, junto con liberacion simultanea de dos protones y
la reduccion de ubiquinona y su semiquinona en el sitio Qy (secuencialmente
en dos ciclos), con simultanea incorporacion de protones. La proteina hierro-
azufre Rieske esta ligada al complejo por un dominio de eje, que permite un
movimiento de péndulo del dominio que contiene Fe,-S, para transmitir
electrones desde el sitio Qp al citocromo c;. Este proceso ciclico implica la
translocacién de una molécula de ubiquinol desde el sitio Qn hacia Qp, una
molécula de ubiquinona y un electrén desde Qp hacia Qy (Mitchell 1975), (en

la Figura 10 se muestra el ciclo Q).

oxiddci6i/del prifmerQHz oxidacién del segundo QH2

.', Espacio intermembrana
) (lado P)

Matriz (lado N)

QH, + cyt ¢, (oxidado) — QH, +Q~ + 2Hy +
Q~ +2HF + cyt ¢;(oxidado) - QH, +
cyt cq(reducido) 2HE + Q + cyt ¢y (reducido)

Figura 10. El ciclo Q (Lehninger, Nelson, and Cox 2008).
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La ruta de los electrones a través del complejo Il se muestra con flechas
azules. En el lado P de la membrana, se oxidan dos moléculas de QH; a Q,
liberando dos protones por Q (cuatro protones en total) en el espacio
intermembrana. Cada QH, dona un electron (a través del centro Fe-S de
Rieske) al citocromo c; y un electron (a través del citocromo b) a una
molécula de Q cerca al lado N, reduciéndolo en dos pasos a QH,. Esta
reduccion también utiliza dos protones por Q, tomados de la matriz (Hassinen
2014).

2.3.2.4 Complejo IV

El complejo IV (citocromo c oxidasa; citocromo aas) cataliza la reduccion del
oxigeno a agua por medio del citocromo c reducido (ferrocitocromo c). Este
cosustrato se difunde lateralmente desde el Complejo Il y se adhiere al lado
P de la MIM, de modo que la transferencia de electrones al sitio de reduccion
del oxigeno es vectorial a través de la membrana. Debido a que la direccion
de la transferencia de electrones es hacia el interior y la captura de los
protones para formar agua de la reduccién de oxigeno se produce cerca del
lado N de la membrana, la enzima produce un gradiente de protones
electroquimico. Este gradiente se ve aumentado por el bombeo
transmembrana de protones redox-impulsado desde la matriz mitocondrial

con la estequiometria de 2H"/2e” (Wikstrom and Krab 1979).

La enzima en mamiferos es un heteromero con un tamafio de 220kDa de 13
subunidades, de las cuales las 3 mas hidrofdbicas (1,1l y Ill) estan codificadas
en el ADNmt. La subunidad Il contiene dos iones Cu que forman complejo
con los grupos —SH de dos residuos de Cys en un centro binuclear (Cupa) que
se parece a los centros 2Fe-2S de las proteinas ferro-sulfuradas. La
subunidad | contiene dos grupos hemo, designados a y as, y otro idn cobre
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(Cug). El hemo a3 y el Cug forman un segundo centro binuclear que acepta
los electrones del hemo a y los transfiere al O, unido al hemo a3 (ver Figura
11) (Antontni et al. 1987).

Espacio intermembrana |’ :vl,Cyl‘ e
(lado P) \ de— 48

Matriz
(lado N)

4H* tH* 2H,0
(sustrato) (bombeados)

Figura 11. Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) (Lehninger, Nelson, and Cox 2008).

La transferencia de electrones a través del complejo 1V va del citocromo c al
centro Cua, al hemo a, al centro hemo az-Cug y finalmente al O,. Por cada
cuatro electrones que pasan a través del complejo, la enzima consume

+ o«

cuatro H™ “sustrato” de la matriz (lado N) convirtiendo el O, en 2H,0.
También utiliza la energia de esta reaccidén para bombear un protdén hacia el
espacio intermembrana (lado P) por cada electron que pasa, afiadiéndose al
potencial electroquimico producido por el transporte del protén impulsado por
el potencial redox a través de los complejos | y Ill. La reaccion global

catalizada por el complejo IV es:

4 Cyt ¢ (reducido) + 8Hy + 0, - 4 Cyt ¢ (oxidado) + 4Hy + 2H,0
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2.3.3 Sintesis de ATP

La FiF,-ATPasa (complejo V, o F1Fo-ATP sintasa) es la versién mitocondrial
de las ATPasas proton, “motores nanomecanicos”, los cuales emplean
movimientos rotatorios para bombear protones a través de una membrana a
expensas de la hidrolisis de ATP. Por el contrario, el Complejo V es capaz de
sintetizar ATP cuando se energiza por un gradiente de protones
electroquimico. La estructura espacial detallada de F1F,-ATPasa de bovino y
levadura se ha determinado por cristalografia de electrones y criotomografia
(Abrahams et al. 1994, Davies et al. 2012).

El complejo enzimético se compone de tres dominios (Figura 12): un rotor
incorporado en la membrana (F,), un dominio catalitico hidrofilico (F;) en el
espacio de la matriz, y un tallo de unién. La parte F; consta de tres
subunidades q, tres subunidades B y tres subunidades denominadas vy, 0, y
€. Los pares de subunidades a y 3, forman tres sitios cataliticos capaces de
hidrolizar o sintetizar ATP. Las subunidades v, 9, y € estan fijjadas a la parte
Foy por lo tanto giran con él y forman un eje que se extiende hacia el centro
de la parte F;. El complejo F, es un “rotor” y contiene las subunidades a, b y
c, en la proporcion ab,cgis (Dmitriev, Jones, and Filingame 1999). La
subunidad ¢ es un polipéptido pequefio (8000 Da), muy hidrofébico, que
consisten exclusivamente de dos hélices transmembrana, con un pequefio
lazo que se extiende desde el lado de la matriz de la membrana. La rotacién
del rotor esta acoplada mecanicamente al flujo de protones, que se canaliza
a la subunidad c por la subunidad a. La rotacion impulsada por protones de
la subunidad rotor esta unida a una protonacion/desprotonacion ordenada,
de un residuo de acido glutamico expuesto en la subunidad c. EI nUmero de
protones necesarios para una revolucion completa del rotor es igual al
namero de subunidades c en el mismo. El rotor acciona el giro de la

subunidad y asimétrica, que produce cambios de conformacion en los tres
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sitios activos del dominio F;. Estos proporcionan la energia para la sintesis
de ATP a partir de ADP y P;. Una vuelta del rotor F,, resulta en la sintesis de
tres moléculas de ATP, mientras que la estequiometria ATP/H" depende del
namero de subunidades c en el rotor. Las ocho subunidades c del rotor F, en
células de mamifero, da una relacion de H*/ATP de 8/3 = 2,7 (Garcia and
Morales 2008).

lembrana

mnﬁﬂ n
il

Fo
for pew™ Espacio
intermembrana

Figura 12. Complejo de la ATP sintasa mitocondrial (“Captacion de Energia” 2006).

2.3.4 Agentes inhibidores de la transferencia electronica

Una vez conocido el mecanismo de la transferencia de electrones, veremos
como algunas sustancias pueden alterar el funcionamiento normal de la
cadena respiratoria mitocondrial. Este tipo compuestos llamados inhibidores,
bloquean la transferencia de electrones entre los complejos multienzimaticos
qgue forman la cadena respiratoria, muchos son especificos para determinado
complejo. A continuacion se describiran algunos inhibidores, clasificandolos

de acuerdo al complejo que inhiben:
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o Complejo | (NADH-ubiquinona oxidoreductasa): sustancias como la
rotenona (Figura 13, 1), piericidina A (Figura 13, 2), barbittricos (derivados
del &cido barbitarico, Figura 13, 3), amital, BAL (British anti-Lewisite) (Figura
13, 4), agentes mercuriales, etc; inhiben la transferencia de electrones desde
un centro Fe-S a la ubiquinona (Xiong et al. 2012; Saldanha and Mrtins e
Silva 1991). Basados en los andlisis cinéticos de la enzima, hay dos grupos
en los que se pueden clasificar estos inhibidores, representados por la
piericidina A y la rotenona. El grupo I, lo conforman la piericidina A,
fenazaquin (Figura 13, 5), pirimidifén (Figura 13, 6), fenpiroximato (Figura 13,
7), 'y amino- y alcoxi-pirimidinas relacionadas con la inhibicidbn competitiva
de la reduccién de la ubiquinona (Figura 13, 8). En contraste, la rotenona
(grupo 1), fue caracterizado como un inhibidor no competitivo de la reduccion

de la ubiquinona.

\ \O ~
| 0 .
o 0 o 0x N0 SH
H NF ONH (]]H \f
PN :,
NH
N O N NI - HS  OH
1 P : o
4} A
H / 2 3

1
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fﬁi o, A

o
0
H N-O /% i
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O cl S o NN 1t Cl
Y L L N=
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Figura 13 . Inhibidores del complejo I. 1, Rotenona; 2, pericidina A; 3, acido
barbiturico; 4, BAL (British anti-Lewisite); 5, fenazaquin; 6, pirimidifén; 7,
fenpiroximato; 8, AE F119209, aminopirimidina insecticida experimental

(Hassinen 2014).
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o Complejo Il (succinato-ubiquinona oxidoreductasa): es inhibido por
TTFA (2-tenoiltrifluoroacetona) y por carboxamidas, los cuales se unen al
sitio de reduccion de la ubiquinona evitando que esta interactie con el
complejo Il (Avenot and Michailides 2010).

Figura 14. TTFA (Sigma-Aldrich 2014).

o Complejo 11l (ubiquinona-citocromo ¢ oxidoreductasa):
Los inhibidores de alta afinidad del complejo bc;, se unen al sitio de
oxidacion Qp, 0 al sitio de reduccion de la ubiquinona Qn (Figura 15). Los

inhibidores del sitio Qn se representan por la antimicina A.

Los inhibidores de Qp, conocidos también como tipo I, se dividen en:
inhibidores tipo la, este grupo incluye B-metoxiacrilatos y mixotiazol, que
bloquean el transporte de electrones entre el ubiquinol y la proteina de
Rieske. Los inhibidores tipo Ib, estan representados por el stigmatellin?, un
inhibidor tipo cromona (o 1,4-benzopirona). Se cree que bloquea la reduccion
del citocromo c; por la proteina de Rieske y desplaza hacia el rojo el espectro
del hemo b,. Finalmente, los inhibidores tipo Ic, como las 2-hidroxiquinonas,
que bloquean la transferencia de electrones similar al stigmatellin, pero no
tiene efecto sobre el espectro del citocromo b (Ishaaya, Nauen, and Horowitz
2007).

Otro compuesto también inhibidor del complejo Ill, pero no insecticida se
conoce como BAL (British Anti Lewisite), que impide la transferencia de

2 Compuesto aislado de la mixobacteria Stigmatella aurantica.
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electrones desde la proteina Rieske hacia al Cyt ¢, (Chen et al. 2003; M. S.

Kim and Kim 2004; Turrens, Alexandre, and Lehninger 1985).

Figura 15. Inhibidores del complejo Ill. 1, antimicina A; 2, mixotiazol; 3,
fluacripirim; 4, hidroxinaftoquinonas: BTG540, R=0OAc, BTG505, R=0OH; 5,
atovacuona; 6, acequinocil (Hassinen 2014).
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o Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa): este complejo es inhibido por monoxido
de carbono y cianuro. El oxigeno se une a la enzima en el centro binuclear hemo
as/Cug, al igual que el CO, por lo tanto esta inhibicion es estrictamente competitiva
con el O,. EI CN’ por el contrario, se une fuertemente al centro binuclear oxidado
(Cooper and Brown 2008).

2.3.5 Activadores de los complejos de la cadena respiratoria

Al igual que existen compuestos con la capacidad de inhibir la actividad de las
enzimas que pertenecen a la cadena respiratoria mitocondrial, también se han
reportado agentes activadores, que aumentan su actividad enzimatica. Existen
varias enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la inhibicion de los
complejos enzimaticos, entre esas el Alzheimer (relacionada con la disminucion de
la citocromo c oxidasa). La disminucion selectiva en el complejo IV mitocondrial,
parece contribuir a la disfuncion mitocondrial, hipometabolismo energético, y al

estrés oxidativo (Hirai et al. 1991).

Estudios cientificos han demostrado que el azul de metileno (3,7 Bis-dimetilamino-
fenazationium), un indicador redox muy conocido, administrado in vivo beneficia el
sistema nervioso central en ratas, incrementando la actividad de la citocromo ¢
oxidasa (complejo 1IV) en el cerebro, en un 25% (después de una alta dosis)
(Atamna and Kumar 2010).

21
AN
H3C\N S l(J,CH3

CHs Cl CHs

Figura 16. Estructura del azul de metileno (Sigma-Aldrich 2014)
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2.3.6 Especies reactivas de oxigeno

Especies reactivas de oxigeno (EROS) es una frase usada para describir una
variedad de moléculas con radicales libres derivados a partir de oxigeno
molecular. Puesto que los dos electrones desapareados tienen el mismo espin, el
oxigeno solo puede reaccionar con un electron al tiempo y por lo tanto no es muy
reactivo con los dos electrones involucrados en un enlace quimico. Por otra parte,
si uno de los electrones desapareados es excitado y cambia de espin, la especie
resultante es un oxidante poderoso, ya que sus dos electrones tienen espines
opuestos pueden reaccionar con otros pares de electrones, especialmente dobles
enlaces (Turrens 2003).

La reduccion del oxigeno por un electron al tiempo produce intermediarios
relativamente estables. El anién superéxido (O, ), el producto de una reduccion
del oxigeno por un electrén, es el precursor de las mayoria de EROS y un
mediador en las reacciones oxidativas en cadena. La dismutacién de O, (ya sea
espontaneamente o por medio de una reaccion catalizada por las superoxido
dismutasas) produce peréxido de hidrogeno (H.O2), que a su vez puede estar
completamente reducido a agua o parcialmente reducido a radical hidroxilo (OH¢),
uno de los oxidantes mas fuertes en la naturaleza. La formacién de OHe es
catalizada por metales de transicién reducidos por O, ", propagando este proceso
(Liochev and Fridovich 1999).

Mientras que pequefas fluctuaciones en la concentracion de estos oxidantes
pueden jugar un papel en la sefalizacion intracelular, los incrementos
incontrolados en las concentraciones de estos oxidantes conducen a reacciones
en cadena de radicales libres, que se dirigen de forma indiscriminada hacia
proteinas, lipidos, polisacaridos y ADN ( DROGUE 2002) .

El potencial estandar de reduccion para la conversion del oxigeno molecular a O™
es -0.160 V. la cadena respiratoria mitocondrial incluye una variedad de centros

redox con potenciales estandar de reducciéon entre -0.32 V y +0.39 V. Dado el
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entorno intramitocondrial altamente reductor, diversos componentes de la cadena
respiratoria, incluyendo flavoproteinas, centros hierro-azufre y la ubisemiquinona,
son termodinamicamente capaces de transferir un electron al oxigeno. Por otra
parte, la mayoria de los pasos en la cadena respiratoria implican reacciones de un
solo electron, lo que favorece aun mas la reduccion monovalente de oxigeno
(Cadenas and Davies 2000).

2.3.7 Efecto pro-oxidante de la ubiquinona

La liberacion de electrones a partir de la cadena respiratoria generando un
aumento de O, " y H,O,, ha sido mostrado por varios investigadores, usando
mitocondrias integras, particulas submitocondriales o complejos aislados de la
cadena respiratoria. El sitio y mecanismo de esta liberacion ha recibido mucha
atencién, y varios componentes de la cadena respiratoria estdn implicados. Entre
estos, la ubiguinona ha sido propuesta como el principal sitio (Turrens, Alexandre,
and Lehninger 1985), basado en las siguientes evidencias: i) Durante la
respiracion se forma ubisemiquinona, y las semiquinonas en general, reaccionan
rapidamente con el oxigeno, produciendo O, " (Backtrém et al. 1970); y ii) la
produccion de radicales es estimulada de 10 a 15 veces por la presencia de
antimicina y un desacoplador, indicando que la liberacion de electrones ocurre en
el sitio sensible a la antimicina en la cadena respiratoria mitocondrial (Loschen,
Flohé, and Chance 1971).

Sin embargo, la siguiente informacion argumenta la nocibn de que la
ubisemiquinona es la fuente principal de pérdida de electrones durante la
respiracion mitocondrial: i) la ubisemiquinona formada durante la respiracion
mitocondrial es mantenida a un nivel relativamente alto (Backtrom et al. 1970), y
se enlaza a los sitios especificos de enlace a ubiquinona de proteinas asociadas a
los complejos I, Il y Ill, que la estabilizan contra la auto-oxidacion; agentes que
modifican estos complejos, como TTFA en el caso del complejo II, o la antimicina

en el caso del complejo lll, alteran esta estabilidad de la ubisemiquinona; y ii) la
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pérdida de electrones durante las oxidacion del NADH se ha demostrado que
ocurre en la presencia de rotenona, rhein y MPTP, agentes inhibidores del

complejo I'y por lo tanto de la reduccion de la ubiguinona (Murphy et al. 1995).

En conclusion, la evidencia indica que la pérdida de electrones principalmente
para la formacién de O, "y H,O, ocurre en los complejos I, Il y Il de la cadena
respiratoria, principalmente a través de la auto-oxidacion de compuestos
diferentes a la ubisemiquinona. Como otros antioxidantes, la ubiquinona puede

obviamente actuar como un agente pro-oxidante bajo circunstancias especiales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 OBTENCION DE LARVAS DE Aedes aegypti

Para realizar los experimentos se mantienen mosquitos de A. aegypti colonia
Rockefeller en jaulas de cria (40x40x40 cm) en un insectario a 25 + 5°C, humedad
de 70 + 5% y fotoperiodo (12:12). A las hembras de A. aegypti, se les ofrece
permanentemente una solucion de miel al 10% y, cuando sea necesario obtener
larvas para los experimentos, se alimentan los mosquitos con sangre de rata
Wistar-UIS. Una vez alimentadas las hembras, se dejan reposar en la misma jaula
permitiendo que realicen la ovipostura en un contenedor que permanece en el

interior de la jaula revestido en su parte interna con papel filtro.

Los huevos se inducen a eclosionar hasta larvas y son mantenidas en bandejas de
plastico (35.5cm x 21.5cm x 6.5cm) con aprox. 3.000 mL de agua declorizada.
Después de alcanzar la etapa larval entre tercer y cuarto instar se cuentan, se
separan y se transfieren con pipetas Pasteur desechables a tubos Falcon hasta

Su posterior uso.

El proceso de cria y obtencion de larvas de mosquito fueron desarrollados en el
Centro de Investigacién de Enfermedades Tropicales, CINTROP, bajo la direccion
del Dr Jonny Duque.

3.2 AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE LARVAS DE Aedes aegypti

Las larvas fueron lavadas y separadas por filtracion con gasa quirdrgica y

colocadas en medio de aislamiento compuesto de sacarosa 250 mM, HEPES 10
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mM, a un pH 7.2, EGTA 1 mMy BSA 0.1 %. Posteriormente las larvas fueron
procesadas en homogeneizador tipo Van Potter.

La suspension obtenida se filtr6 utilizando fibra de vidrio en una jeringa de 25 mL y
la solucién obtenida se centrifug6 a 300 x g a 4°C durante 5 minutos. El sedimento
se descarto y el sobrenadante fue centrifugado a 10000 x g, durante 10 minutos a
4°C. El precipitado obtenido, fue re-suspendido en medio de extraccion y se
centrifugé a 300 x g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue re-
suspendido en medio de extraccion sin BSA y centrifugado a 10000 x g durante 10
minutos a 4°C. El precipitado resultante contiene mitocondrias intactas de larva de
mosquito las cuales se re-suspendieron en medio de extraccion sin BSA y se

congelaron a -70°C para su posterior fragmetacion.

3.3 PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES MITOCONDRIALES

Las suspensiones obtenidas de acuerdo al item 3.2, fueron congeladas a -70°C
hasta el momento de su uso, luego fueron fragmentadas por ultrasonido durante 5
minutos y se mantuvieron en bafio de hielo durante el desarrollo de los ensayos.

Los fragmentos mitocondriales se usaron como fuente enzimatica.

3.4 CUANTIFICACION DE PROTEINA

La cuantificacion de proteinas se determind mediante el ensayo de Bradford
(Bradford 1976). Para esto se preparé una curva de calibracién usando 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
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ELISA marca Bio-Rad utilizando el programa Microplate Manager 6. Para esta
cuantificacion de prepararon 3 disoluciones 1:100, 1:200, 1:300 y un blanco.

3.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de las enzimas relacionadas con la cadena respiratoria se determino
en un espectrofotometro SHIMADZU UV-1800 utilizando el programa UV-Probe
2.33 y polarograficamente en un oxigrafo marca Hansatech utilizando el programa
Oxygraph plus. Las moléculas obtenidas como sélidos cristalinos se adicionaron
en diferentes concentraciones (0,8nM, 2uM, 8uM y 40uM) que fueron escogidas
basadas en los resultados de ICsp obtenidos para los compuestos en la inhibicién
de la AChE (10 pg/mL, aproximadamente 40uM para todos los compuestos). A
partir de esta concentracion, se escogieron tres concentraciones menores, debido
a que altas concentraciones de los compuestos podrian ocasionar dafios en la
mitocondria. Las diferentes concentraciones fueron preparadas a partir de una
solucion matriz de 8mM; los compuestos se incubaron por dos minutos con la
proteina mitocondrial antes de inducir la reaccién, para todas las enzimas

estudiadas.

3.5.1 NADH Oxidasa
La actividad de la NADH oxidasa se determiné por el método de Singer. La
velocidad de oxidaciéon del NADH (Figura 16) se traduce en la velocidad de

consumo de oxigeno, acompafiado polarograficamente.
NADH + 50, + H* - NAD* + H,0

Figura 17. Esquema de reaccion de NADH.
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El sistema de reaccion se compuso por tampoén fosfato 80 mM (pH 7,4), EDTA 50
MM, NADH 0,17 mM y 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).

3.5.2 NADH deshidrogenasa

La actividad de la enzima sera determinada por el método espectrofotométrico de
Singer (1974), usando ferrocianato como receptor artificial de electrones en la
presencia de rotenona, la reaccion sera monitoreada a 420 nm (Figura 17).

NADH + H" + 2ferricianuro - NAD* + 2H* + 2ferrocianuro
Figura 18. Esquema de la reaccién de la NADH deshidrogenasa.

El sistema de reaccion se compuso de: tampon fosfato 50 mM (pH 7.4), EDTA 2
mM, NADH 0,15 mM, ferrocianato 600 mM, rotenona 1mM, NaCN 1 mM y 0,1 mg

de proteina mitocondrial.

3.5.3 Succinato deshidrogenasa

La actividad de la succinato deshidrogenasa fue determinada por el método de
Singer, utilizando 2,6-diclorofenilindofenol (DCPIP) y fenazina metosulfato (PMS)
como receptores artificiales de electrones. La velocidad de reduccién del DCPIP
fue monitoreada a 600 nm en un sistema de reaccion compuesto por: tampon
fosfato de sodio 50 mM (pH 7,4), succinato de sodio 20 mM, EDTA 2 mM, NaCN 1
mM, rotenona 1 yM, PMS 1 mM y 0,1 mg de proteina mitocondrial (Singer 1974).

Los reactivos presentes en el sistema, excepto el PMS y el DCPIP fueron
incubados por 10 minutos a 28°C, la reaccién fue iniciada por la adicion de DCPIP
60 uM.

3.5.4 Succinato Oxidasa
La actividad de la enzima se determiné en la velocidad de consumo de oxigeno,
acompafado polarograficamente. El sistema de reaccion se compuso por tampon

fosfato 80 mM (pH 7,4), succinato 10 mM y 0,5 mg de proteina mitocondrial. La
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temperatura se mantuvo controlada a 28°C y la reaccion fue iniciada por la adicién

de succinato.

3.5.5 Succinato citocromo c reductasa

La actividad de esta enzima fue determinada por el método descrito por Somlo,
midiendo la reduccion del citocromo ¢ después de bloquear la cadena respiratoria
con NaCN 1 mM y rotenona 1 puM, la velocidad de reduccién del citocromo c fue
acompafiada a 550 nm, usando un sistema de reaccion compuesto por: tampon
fosfato 50 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM, NaCN 1 mM, succinato de sodio 5 mM,
rotenona 1 yM y 0,1mg de proteina mitocondrial. La reaccion fue iniciada por la

adicion de 40 uM de citocromo ¢ (Somlo 1965).

3.5.6 Citocromo c oxidasa

La actividad de esta enzima fue determinada por el método descrito por Mason.
Acompafando la velocidad de oxidacion del citocromo ¢ a 550 nm, en un sistema
de reaccion constituido de: tampén fosfato 50 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM,
citocromo ¢ reducido 30 uM y 0,1 mg de proteina mitocondrial. La reaccion fue

iniciada por la adicion de citocromo c reducido (Mason et al. 1973).

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los ensayos se realizaron por duplicado en 2 experimentos independientes.
Se realizé un andlisis de varianza y test Tukey de comparacion de medias cuando

la ANOVA arrojo6 diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Los analisis de actividad enzimatica se desarrollaron con el fin de observar el
efecto de los a-aminonitrilos en las diferentes concentraciones (8nM, 2uM, 8uM vy
40uM), sobre cada una de las enzimas mitocondriales, de manera independiente
de la formacion de potencial de membrana. Es posible, a partir de estos ensayos
determinar el efecto inhibidor o estimulante que puedan tener dichos compuestos

sobre los complejos mitocondriales.

A continuacion se reportan los resultados en porcentaje, de la actividad de cada
enzima relacionada con la cadena respiratoria mitocondrial. Se representan en
graficas de barras los porcentajes de actividad, tomando como 100% la actividad

correspondiente al ensayo realizado en ausencia de los a-aminonitrilos (control).

4.1.1 NADH oxidasa

El complejo | de la cadena respiratoria, como se menciona anteriormente, se
denomina NADH deshidrogenasa; en este caso se evalla la NADH oxidasa, que
es el conjunto de complejos desde la NADH deshidrogenasa, pasando por la
citocromo c reductasa (complejo Ill) y finalizando en la citocromo c oxidasa
(complejo 1V); es decir, en este ensayo se determina la velocidad del consumo de
oxigeno molecular, al ser reducido a agua, cuando los electrones son aportados
por el NADH.

El efecto de los a-aminonitrilos en sus respectivas concentraciones sobre la NADH
oxidasa, se muestra en la Figura 19. En la grafica se muestran las actividades
agrupadas por cada compuesto (AL-47, -48, -49 y -50) y se compara la actividad
de la enzima bajo las diferentes concentraciones de cada compuesto con respecto

al control. Se observa un efecto inhibidor por parte de todos los compuestos, con
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diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. También se
observa un efecto dosis dependiente en todos los compuestos analizados. Se

observa inhibicion del 15 al 40% aproximadamente sobre la enzima.

Una mayor inhibicion se observa para los compuestos AL-49 y AL-50, que en las
concentraciones de 8uM 'y 40pM, provocaron inhibiciones del 40%
aproximadamente. Este efecto podria estar relacionado con la presencia del
fragmento pirrolidinico en sus estructuras, éste presenta una mayor basicidad que
su analogo con fragmento piperidinico debido a la disponibilidad del par de
electrones no enlazantes, lo que aparentemente le confiere a la molécula un
mayor efecto inhibidor.

Actividad NADH oxidasa

m 8nM

m2uM

% Actividad

m 3uM
 40uM

AL-47 AL-48 AL-49 AL-50

Figura 19. Efecto de AL-47, Al-48, AL-49 y AL-50 sobre la actividad enzimatica de NADH
oxidasa. Cada valor representa el promedio = desviacion estandar de dos experimentos
independientes. El 100% corresponde a 20,917 + 6,498 nmol O . min™. mg™ de proteina.
* Significativamente con respecto al control (p< 0,05).
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4.1.2 NADH deshidrogenasa

Al igual que en la NADH oxidasa, se observa una disminucion de la actividad de la
enzima para todos los compuestos (entre 15 y 25%), pero a diferencia del caso
anterior, no hay diferencias significativas para todos los compuestos en todas sus
concentraciones. El compuesto AL-47, a pesar de que genera una disminucion del
15% en la actividad de la enzima, no presenta diferencias significativas con
respecto al control en ninguna de las concentraciones. AL-48, generd una
disminucién de la actividad enziméatica con diferencias significativas en tres de las
cuatros concentraciones (8nM, 8uM y 40uM). AL-49, presento6 actividad inhibitoria
con diferencias significativas en las cuatro concentraciones. AL-50, present6
diferencias significativas sélo para tres de las cuatro concentraciones (8nM, 2uM y
40uM). A diferencia de lo que se observé para la NADH oxidasa, ninguno de los
compuestos presentd un comportamiento dosis dependiente para la NADH
deshidrogenasa.

Teniendo en cuenta que los compuestos presentaron capacidad de inhibir la
NADH oxidasa en todas sus concentraciones, y que presentaron inhibicion sobre
la NADH deshidrogenasa del 15 al 25%, se puede inferir que los diferentes
compuestos tienen actividad inhibitoria sobre el complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial. Por lo anterior, no fue necesario realizar el ensayo para
determinar la actividad de la NADH citocromo ¢ reductasa, que evalla el paso de

electrones desde el complejo | hacia el complejo Il (citocromo ¢ reductasa).
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Actividad NADH deshidrogenasa
120
100 T
80 -
T H 8nM
T
2 60 - " 2uM
:" H 8uM
40 1  40uM
20 -
0 .
AL-47 AL-48 AL-49 AL-50

Figura 20. Efecto de AL-47, Al-48, AL-49 y AL-50 sobre la actividad enzimatica de NADH
deshidrogenasa. Cada valor representa el promedio * desviacion estandar de dos
experimentos independientes. El 100% corresponde a 0,7 = 0,214 nmol de ferricianuro
reducido. min™. mg™ de proteina.

* Significativamente con respecto al control (p< 0,05).

4.1.3 Actividad Succinato oxidasa

Se observa una disminucién de la actividad enziméatica para todos los compuestos
en todas las concentraciones, pero AL-48 no presentd diferencias significativas
con respecto al control en ninguna de las concentraciones. AL-47 presentd una
disminucién en la actividad del 20% aproximadamente, con diferencias
significativas en tres de las cuatro concentraciones (8nM, 2uM y 40uM). AL-49
mostro inhibicion del 20 al 40%, con diferencias significativas en tres de las cuatro
concentraciones (8nM, 2uM y 40uM); no se evidencia un comportamiento dosis
dependiente. EI compuesto AL-50 presentd inhibiciones aproximadas del 20%,
sb6lo con diferencia significativa con respecto al control, para la mayor
concentracion.
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Actividad succinato oxidasa
120
100
80
'g m8nM
©
2 60 " 2uM
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20
0
AL-47 AL-48 AL-49 AL-50

Figura 21. Efecto de AL-47, Al-48, AL-49 y AL-50 sobre la actividad enzimatica de
succinato oxidasa. Cada valor representa el promedio + desviacion estandar de dos
experimentos independientes. El 100% corresponde a 20, 749 6,444 nmol O . min™. mg’
! de proteina.

* Significativamente con respecto al control (p< 0,05).

4.1.4 Succinato deshidrogenasa

Para esta enzima, los compuestos mostraron un efecto activador con valores de
porcentajes de actividad que van desde 150 a 250%, es decir se observa
activacion del 50 al 150% sobre la enzima. El primer compuesto AL-47, muestra
un comportamiento dosis dependiente, y presenta diferencias significativas solo en
la mayor concentracion con un efecto activador del 150%. AL-48 también presenta
un comportamiento dosis dependiente, sin embargo, el efecto activador se
mantiene alrededor del 100% para las tres primeras concentraciones (8nM, 2uM y
8uM); solo las dos concentraciones mas altas presentaron diferencias
significativas con respecto al control. A diferencia de los dos compuestos

anteriores, AL-49 no mostr6 un comportamiento dosis dependiente, en las dos
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concentraciones mas bajas se presentd un porcentaje de activacion de 225%
aproximadamente y para las dos concentraciones mas altas un porcentaje de
activacion de 175% aproximadamente; las primeras tres concentraciones
presentaron diferencias significativas con respecto al control (8nM, 2uM y 8uM). El
compuesto AL-50, tampoco presenté comportamiento dosis dependiente; se
observaron diferencias significativas con respecto al control, en las tres
concentraciones mas altas del compuesto, con un porcentaje de activacion

alrededor de 150% para estas tres concentraciones.

Los resultados obtenidos para la succinato deshidrogenasa contrastan con los
obtenidos para la succinato oxidasa. Los resultados revelan una activacion muy
marcada (del 50 al 150%) en la primera fase del complejo Il, donde los electrones
pasan del succinato al FAD, y una inhibicion en el paso de los electrones del
succinato hacia el oxigeno. Lo anterior indica que existe un bloqueo en algin
punto entre el complejo Il y el complejo IV. Esto implicaria una reduccion en el
paso de electrones por los diferentes complejos de la cadena respiratoria, de esta
forma, disminuiria el bombeo de protones al espacio intermembrana y en
consecuencia una reduccion en el potencial de membrana. Todo esto se traduce
en la disminucion en la sintesis de ATP, lo que implica que la mitocondria deje de
producir la energia necesaria para la mayoria de procesos que se llevan a cabo en

la célula.
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Actividad Succinato deshidrogenasa
400
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Figura 22. Efecto de AL-47, Al-48, AL-49 y AL-50 sobre la actividad enzimatica de
succinato deshidrogenasa. Cada valor representa el promedio + desviacion estandar de
tres experimentos independientes. El 100% corresponde a 0,827+ 0,435 umol O . min™ .
mg™ de proteina.

* Significativamente con respecto al control (p< 0,05).

4.1.5 Succinato citocromo c reductasa
En este ensayo se determiné la actividad de la enzima citocromo c reductasa
(Complejo 1ll), cuando los electrones provienen solo de la succinato

deshidrogenasa (Complejo Il); es decir se evalud el paso de electrones desde el

complejo Il al complejo II.

Como se observa en la Figura 23, aunque todos los compuestos aumentaron la
actividad de la enzima con respecto al control, solo se presentaron diferencias
significativas para las dos concentraciones mas altas en el compuesto AL-47 y
para la concentraciéon 2uM en el compuesto AL-48, ya que los porcentajes de
activacion para estos ensayos fueron del 100% aproximadamente con respecto al

control. Teniendo en cuenta lo anterior, y que la mayoria de los compuestos en
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todas sus concentraciones, presentaron un porcentaje de activacion alrededor del
50% con respecto al control, se infiere que los compuestos no presentaron un
efecto significativo sobre esta enzima.

Actividad succinato citocromo c reductasa
300
250 T
200
'g m8nM
E 150 m2uM
;:: m8uM
100 = 40uM
50
0
AL-47 AL-48 AL-49 AL-50

Figura 23. Efecto de AL-47, Al-48, AL-49 y AL-50 sobre la actividad enzimética de
succinato citocromo c¢ reductasa. Cada valor representa el promedio * desviacion
estandar de dos experimentos independientes. El 100% corresponde a 3,621 + 1,479
umol citocromo ¢ reducido. min™. mg™ de proteina.

* Significativamente con respecto al control (p< 0,05)

4.1.6 Citocromo c oxidasa

Los compuestos presentaron un efecto activador sobre la citocromo ¢ oxidasa,
como se muestra en la Figura 24, con porcentajes de activacién que van desde 50
a 200% para todos los compuestos en todas las concentraciones ensayadas. Solo
el compuesto AL-48 presentd un comportamiento dosis dependiente con
diferencias significativas para las tres concentraciones mas altas (2uM, 8uM y

40uM). AL-47 solo presento diferencias significativas para las dos concentraciones
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mas altas y el porcentaje de activacion mas alto fue de 50% que se observé para
la concentracion de 8uM. AL-49 presentd diferencias significativas en todas las
concentraciones Yy se observo el mayor porcentaje de activacion de todos los
compuestos (100% aproximadamente). ElI compuesto AL-50 muestra un
porcentaje de activacion de 80% aproximadamente en la concentracion mas baja,
y va disminuyendo su efecto activador conforme aumenta la concentracion; solo
se encontraron diferencias significativas con respecto al control para las tres

concentraciones mas bajas.

Los compuestos AL-48 y AL-49 presentaron los mayores efectos activadores
sobre la enzima. AL-48 presenta una efecto activador del 75 al 80% y un
comportamiento dosis dependiente similar al comportamiento del AL-49.
Estructuralmente, estos compuestos se pueden diferenciar, teniendo en cuenta
gue son analogos estructurales, AL-48 contiene un fragmento piperidinico y un
grupo OCH,O en su estructura, mientras que AL-49 contiene un fragmento
pirrolidinico y dos grupos metoxi. Por lo tanto, no es posible relacionar la actividad
observada con las variaciones en sus estructuras.

Actividad Citocromo c oxidasa
250

200

® 150 CERY

T

2 m2uM

<

s 100 - m8uM
W 40uM

50 -

AL-47 AL-48 AL-49 AL-50
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Figura 24. Efecto de AL-47, Al-48, AL-49 y AL-50 sobre la actividad enzimatica de
citocromo ¢ oxidasa. Cada valor representa el promedio + desviacién estandar de dos
experimentos independientes. El 100% corresponde a 2,716 + 0,286 umol citocromo ¢
oxidado. min™. mg™ de proteina.

* Significativamente con respecto al control (p< 0,05).

4.2 DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos para el efecto de los a-aminonitrilos sobre
la actividad de la NADH deshidrogenasa y sobre la NADH oxidasa, podemos
asegurar gue estos compuestos tienen un efecto inhibidor sobre el complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial. De esta manera, se explica la disminucion de la
velocidad de reduccion del oxigeno a agua cuando se usa el NADH como sustrato,
ya que los compuestos estarian blogueando el paso de electrones del NADH hacia

la ubiquinona.

Se observa que los compuestos AL-49 y AL-50, presentaron la mayor inhibicién
para la concentracion mas baja (8nM), tanto en la NADH oxidasa como en la
NADH deshidrogenasa. Posiblemente, esto esté relacionado con la presencia del
fragmento pirrolidinico en su estructura, ya que estos compuestos presentaron
mayor efecto inhibidor que los compuestos que contienen el fragmento piperidinico
en su estructura, AL-47 y AL-50. Este mayor efecto inhibidor de los compuestos
con este fragmento, puede estar relacionado con una mayor afinidad al sitio de
unién de la ubiguinona, implicando un mecanismo de inhibicion competitivo sobre
la enzima. Esto teniendo en cuenta que un amplio nimero de inhibidores
conocidos del complejo | de la cadena respiratoria, son compuestos aminados
secundarios o sistemas N-heterociclicos que estan relacionados con la inhibicion
competitiva de la reduccion de la ubiquinona (también conocidos como tipo 1)

(Ishaaya, Nauen, and Horowitz 2007).
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De acuerdo a los resultados obtenidos del efecto de los a-aminonitrilos sobre el
complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial, se observdo aumento de la
actividad de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, con todos los
compuestos analizados. Los compuestos AL-48 y AL-50 presentaron mayor efecto
activador, con porcentajes de activacion del 100 al 150% aproximadamente. Estos
compuestos estan relacionados estructuralmente por la presencia del grupo
dimetoxi, el cual podria estar relacionado con un mayor efecto activador de la

enzima.

En contraste con los resultados obtenidos para el complejo |, en el complejo I, se
observa un efecto activante sobre la succinato deshidrogenasa, cuyo ensayo
evalia el paso de electrones desde el succinato hacia el FAD, pero un efecto
inhibidor de la succinato oxidasa, donde se evalla el paso de los electrones del
succinato hasta el oxigeno. Lo anterior indica que los compuestos estan
generando una activacion de la primera parte del complejo Il, pero al mismo
tiempo un bloqueo en algun punto del transporte de electrones desde el complejo
Il hacia el oxigeno, en el complejo IV.

Analizando el efecto de los compuestos sobre el paso de electrones del succinato
al citocromo c (succinato citocromo c reductasa), se puede observar un aumento
en la actividad de esta enzima, con diferencias significativas con respecto al
control, sélo para los compuestos AL-47 (sélo en las dos concentraciones mas
altas) y AL-48 (so6lo en 2uM). Los compuestos AL-49 y AL-50 no mostraron un
porcentaje de activacion mayor del 50% y tampoco diferencias significativas con
respecto al control. Se podria sugerir que los compuestos no generan un efecto

significativo sobre el complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial.

Teniendo en cuenta que los compuestos generaron un aumento en la actividad de
la succinato deshidrogenasa del 100 al 150%, y que al evaluar el paso de
electrones de esta enzima hasta la citocromo ¢ oxidoreductasa, no se observa un

aumento significativo en el flujo de electrones; es probable que esté ocurriendo
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una pérdida de electrones en este paso. La ubiquinona estd involucrada en
pérdida de electrones en la cadena respiratoria; ésta, en presencia de compuestos
gue eviten su reduccidn completa a ubiquinol, forma la ubisemiquinona que a su
vez genera los radicales superéxido O, . Es probable que esté ocurriendo una
pérdida de electrones mediada por la ubiquinona, desviando los electrones hacia
el oxigeno formando especies reactivas de oxigeno EROS. Esto explicaria por qué
aunqgue los compuestos aumentan el paso de electrones desde el succinato hacia
el FAD (primera parte del complejo Il, succinato deshidrogenasa), disminuyen su
paso hasta el oxigeno molecular en el complejo IV, que se representa como una

inhibicidon en la succinato oxidasa.

El ensayo de actividad enzimatica de la citocromo ¢ oxidasa (complejo 1V), revelo
gue los compuestos generan un efecto activador sobre esta enzima; siendo AL-49
el compuesto que presenta mayor porcentaje de activacion (del 50 al 100%), con
diferencias significativas en todas la concentraciones. AL-50, present6 el mayor
efecto activador con la menor concentracion (80% de activaciéon con 8nM); es
posible que este efecto, al igual que en la inhibicion del complejo I, esté
relacionado con la presencia del fragmento pirrolidinico en estos dos compuestos,
lo que los hace méas basicos que los otros dos analogos. Sin embargo, este
estudio no tiene la capacidad para revelarnos de que manera la presencia del
fragmento pirrolidinico esta generando un mayor efecto inhibidor (para el complejo

I) y activador (para el complejo V).

63



5. CONCLUSIONES

Los a-aminonitrilos analogos a la girgensohnina, presentan efecto sobre los
diferentes complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, de mitocondrias

aisladas de larvas de mosquitos A. aegypti.

Los compuestos AL-47, AL-48, AL-49 y AL-50, presentaron efecto inhibidor sobre
el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, con porcentajes de inhibicion
que van desde el 15 al 40% para la NADH oxidasa y del 15 al 25% para la NADH

deshidrogenasa.

Los compuestos AL-49 y AL-50 presentaron mayor efecto inhibidor sobre el
complejo | de la cadena respiratoria, sugiriendo que la presencia del fragmento
pirrolidinico en la estructura genera mayor inhibicibn en comparacion con el
fragmento piperidinico presente en las estructuras de los compuestos AL-47 y AL-
48.

Se observa un efecto activador de los a-aminonitrilos sobre la succinato
deshidrogenasa y la citocromo ¢ oxidasa, con porcentajes maximos de activacion

de 150 y 100% respectivamente.

Los a-aminonitrilos evaluados, provocaron una disminucion en el consumo de
oxigeno cuando el aporte de electrones se lleva a cabo por el complejo IlI; esta
actividad inhibitoria puede estar mediada por la pérdida de electrones en el paso
del complejo Il al complejo lll. La ubiquinona podria estar implicada en esta
pérdida de electrones, favoreciendo la produccién de especies reactivas de

oxigeno.
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6. RECOMENDACIONES

Profundizar en el estudio del mecanismo de accion de los a-aminonitrilos analogos
a la girgensohnina, sobre los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, con
el fin de elucidar los sitios especificos involucrados en el efecto (inhibidor y/o

activador) que presentaron los compuestos sobre los diferentes complejos.

Evaluar el efecto de los compuestos sobre el consumo de oxigeno en mitocondrias
integras, para observar si ademas de afectar individualmente los complejos
enzimaticos, también presentan un efecto sobre la cadena respiratoria en

presencia de un potencial de membrana.

Estudiar el efecto de los a-aminonitrilos analogos a la girgensohnina, sobre la
cadena mitocondrial de mitocondrias aisladas de mamiferos, y comparar los

efectos con los obtenidos para larvas de mosquito.
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