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RESUMEN

V. Resumen

Las mitocondrias son organelos esenciales, ya que producen la mayor parte de energia que requiere
la célula a través del acoplamiento de la fosforilacién oxidativa (OXPHQS) y la respiracion para llevar a
cabo la sintesis de adenosin trifosfato (ATP). Las mitocondrias poseen un sistema membranal doble,
con una membrana externa y una membrana interna muy dinamica que puede plegarse para formar
las crestas mitocondriales, lugar donde se encuentran los complejos de proteinas de la cadena
respiratoria y en donde ocurre la OXPHOS vy la sintesis de ATP. Este organelo es el Unico, ademas del
nucleo, con un DNA propio, circular de doble cadena, con genes que codifican solo para proteinas
mitocondriales que se ensamblan en los complejos de la cadena respiratoria y para RNA de
transferencia (RNA t) y ribosomal RNA r involucrados en la traduccién y sintesis de esas proteinas.
Las demas proteinas mitocondriales estan codificadas en el nucleo. Cualquier mutacidon o cambio en
estos genes que afecten especificamente la funcién de la OXPHOS dan lugar a patologias llamadas
mitocondriopatias.

A pesar de que se conocen todos los genes que codifican las proteinas de la cadena respiratoria
contenidos en el DNA mitocondrial (DNA mt) y que se han identificado mutaciones relacionadas con
las mitocondriopatias, existe poca informacion a nivel funcional y/o estructural de lo que ocurre con
los complejos de la cadena respiratoria. Durante mucho tiempo se pensd que estos complejos
funcionaban de manera individual, sin embargo recientemente, se encontrd que la mayoria estan
asociados entre si formando complejos mas grandes o supercomplejos conocidos como respirosomas.
En el presente proyecto se probaron diferentes técnicas tales como: la electroforesis nativa azul
(BNE), la electroforesis nativa clara de alta resolucion (hr-CNE), zimografia y Western blot (WB), ttiles
en el analisis y estudio de los complejos respiratorios a nivel funcional y estructural.

Se lograron estandarizar las condiciones de cada técnica utilizando musculo de ratén vy
posteriormente se aplicaron al estudio de pacientes con posible mitocondriopatia. Los resultados
mostraron que estas técnicas podrian utilizarse en el diagndstico de las patologias estudiadas, ya que
fue posible analizar la funcion y estructura de los complejos respiratorios en muestras bioldgicas, sin
embargo es necesario continuar con el estudio mejorando algunas condiciones y utilizando un mayor

numero de pacientes.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de la mitocondria

La mitocondria es un organelo esencial en todas las células eucariontes, ya que, es la encargada de
producir la mayor parte de energia necesaria para la célula en forma de ATP a través de la OXPHOS,
manteniendo asi la viabilidad celular (Hatefi, 1985). Ademds de la OXHPQOS, las mitocondrias cumplen
con otras tareas metabdlicas, controlan la concentracién de calcio citosdlico, (Pozzan et al, 2000) y
regulan la muerte por apoptosis de las células. También son la fuente principal de especies reactivas
de oxigeno y guian otras vias bioquimicas importantes, incluyendo el ciclo de Krebs y el ciclo de la
urea. (Wallace 1999; Chan 2006). Es el Unico organelo que contiene su propio DNA. (Anderson et al,

1981)

La mitocondria esta constituida por un sistema membranal doble con membranas bien definidas,
denominadas interna y externa; la externa delimita al organelo y permite la difusién de sustancias de
hasta 10kDa; la interna es muy dinamica y forma multiples invaginaciones llamadas crestas (figura
1), las cuales varian en cantidad dependiendo del tejido y situacién metabdlica, de tal forma que
tejidos como el corazén, musculos, sistema nervioso, etc., contienen un mayor niumero de crestas
mitocondriales pues su demanda energética es mayor. En estas crestas se alojan la mayoria de los
complejos respiratorios, los cuales acoplados unos con otros y bien sincronizados se encargan de
llevar a cabo la OXPHOS, por lo tanto es el lugar donde ocurre la sintesis de ATP (Gilkerson et al,

2003).

La disposicion de las membranas, genera dos espacios al interior de la mitocondria, el espacio
intermembrana y la matriz mitocondrial (figura 1). El primero esta delimitado por las dos membranas
(doble bicapa lipidica) y es donde ocurre acumulacién de protones (H+) que se forman por la funcién

de la OXPHOS (Anderson et al, 1981).
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INTRODUCCION

El espacio mas interno se denomina matriz mitocondrial y esta delimitado exclusivamente por la
membrana interna, es de caracter gelatinoso, formado casi por un 50% de agua, contiene una
elevada concentracion de enzimas solubles para el metabolismo asi como substratos, cofactores e

iones inorganicos, ademas de contener la maquinaria genética. (figura 2).

Figura 1: La mitocondria A) microfotografia electrénica de una mitocondria animal. B) diagrama

de un corte de una mitocondria.

Las mitocondrias son poliploides, ya que, cada célula humana contiene cientos de mitocondrias,
cada una de las cuales contiene 2-10 moléculas de DNA mt, lo cual puede ser relevante en varias
patologias como la mitocondriopatias, esta y otras caracteristicas particulares se resumen en la

tabla 1
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Tabla 1: Caracteristicas de la mitocondria

Caracteristicas de la mitocondria

» Herencia materna: Un ovocito aporta la inmensa mayoria de mitocondrias en la
fecundacion, la participacion en el genotipo de la descendencia del DNA mt
paterno no es apreciable.

» Tasa de mutacion del DNA mt es 10 — 20 veces mayor que la del DNA n

» Segregacion mitdtica: Durante la division celular existe una distribucién al azar de
las mitocondrias entre las células hijas.

» Efecto umbral en el fenotipo: En la heteroplasmia existe un nimero determinado
de mutantes que pueden no modificar el fenotipo, rebasando un efecto umbral el
fenotipo se ve afectado cuando no hay una complementacién entre las células
mutadas y las no mutadas.

» Poliplasmia: En cada célula hay cientos o miles de mitocondrias

1.2. DNA mitocondrial

El DNA mt, se halla empaquetado en una molécula circular de doble cadena de 16 569 pares de
bases (16.5kb) (Anderson et al, 1981), estd completamente secuenciado y se conoce que contiene
informacién para 37 genes que codifican para: 2 tipos de 4cido ribonucleico ribosomal (RNA r), 22
RNA de transferencia (RNA t) y 13 polipéptidos que son subunidades de enzimas de los complejos
de la fosforilacion oxidativa (7 subunidades del complejo |, 1 del complejo Ill, 3 del complejo IV y 2
del complejo V) (figura 2). El complejo Il es codificado completamente por el DNA n. (Pakendorf &

Stoneking 2005; Wallace 1999; Wallace 2005)
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Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V
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Figura 2: La mitocondria con un DNA propio que codifica varias subunidades de los complejos

respiratorios | (azul), Il (verde), IV (rojo), y V (amarillo).

Todas las secuencias codificantes son contiguas unas de otras sin intrones entre si, el Unico tramo
no codificante del DNA mt es una regién denominada asa-D, una region de aproximadamente 1kb,
gue contiene los promotores para la transcripcion de la cadena ligera y la cadena pesada (figura
2). (Zeviani Di Donato 2004)

La tasa de mutacion de este DNA mt es mayor que la del nuclear ya que como se menciond, es en
la mitocondria donde se producen especies reactivas de oxigeno que dafian este DNA, ademas
existen sistemas de reparacion pero no son especificos, estas mutaciones pueden llevar al origen

de mitocondriopatias.
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1.3. Enfermedades mitocondriales

Por convencion, el término “enfermedades mitocondriales” se refiere a los trastornos de la cadena
respiratoria mitocondrial, la cual es la Unica via metabdlica de la célula que se encuentra bajo el
control dual del genoma mitocondrial y el genoma nuclear. Por lo tanto una clasificacion genética
de las enfermedades mitocondriales distingue desordenes debidos a mutaciones en el DNA mt, que
se rigen por las reglas relativamente laxas de la genética mitocondrial y desordenes debidos a
mutaciones en el DNA n, que se encuentran regidos por las estrictas reglas de la genética
mendeliana (Di Mauro 2004). Las alteraciones mitocondriales se describieron en la década de 1960
en las denominadas miopatias mitocondriales, cuando los estudios sistematicos e histoquimicos
revelaron una excesiva proliferacién de mitocondrias en musculo de pacientes con intolerancia al
ejercicio, mediante la tincién con la técnica tricrdmica de Gomori, en la que las dreas con una
acumulacién mitocondrial se observaban purpuras, las fibras anormales fueron denominadas “fibras
rojas rasgadas”, llegando a ser consideradas un sello patoldgico de la enfermedad mitocondrial. Sin
embargo, pronto se hizo evidente que en muchos pacientes con estas fibras, la miopatia estaba
asociada con sintomas y signos de afectacién cerebral, y el término de “encefalopatia mitocondrial”
fue introducido (Engel& Cunningham 1963). También quedd claro que la falta de estas fibras en la
biopsia no excluye una etiologia mitocondrial (Cao et al, 2001), como se ejemplifica por el sindrome
de Leigh (LS), una encefalopatia de la infancia o la nifiez, debida a la disfuncién mitocondrial, pero
gue casi nunca esta acompafiada de las “fibras rasgadas”.

En los afios ochenta hubo un gran avance en el campo de las encefalomiopatias mitocondriales. Con
ayuda de datos bioquimicos descubiertos en esa década se formulé la primera clasificacidon
bioquimica (DiMauro et al, 1987).
Las manifestaciones clinicas de estas enfermedades son muy variadas (tabla 2) y entre las mas
comunes encontramos: demencia, ptosis, trastornos motores, intolerancia al ejercicio, accidentes
cerebrovasculares, cardiomiopatia, convulsiones retinopatia pigmentaria, atrofia dptica, ceguera,

sordera, hepatitis, etc.
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Son trastornos multisistémicos que afectan a los tejidos y érganos que mas dependen de la energia
mitocondrial; musculo esquelético y cardiaco, érganos como corazon, higado, rifiones, retina, médula
dsea, nervios periféricos y pancreas.

Las enormes diferencias en el fenotipo clinico hacen a estos trastornos mitocondriales dificiles de
identificar y caracterizar. Sin embargo con una incidencia de 1 en 5000 personas se conocen como el
grupo mas comun de errores innatos del metabolismo. (Thorburn et al, 2004). Cuando un paciente es
clinicamente diagnosticado, se llevan a cabo andlisis enzimdticos especializados para encontrar
posibles deficiencias de los complejos de la OXPHQOS, pudiendo resultar deficiencia de solo uno de los
complejos o un defecto de mas enzimas a la vez. El siguiente paso es identificar el gen afectado, lo
cual es muy complicado ya que aunque una sola enzima sea la afectada, numerosos genes pueden
participar en la deficiencia y deben ser secuenciados. Por esta razdn representan un reto para los
médicos y deben ser tratadas por equipos multidisciplinarios. (Tamara & Gonzdlez 2004)

El hecho de que los complejos de la cadena respiratoria se codifiquen a partir de dos genomas tiene
varias implicaciones, el genotipo mitocondrial de un individuo deberia estar compuesto de una
especie Unica de DNA mt, condicién conocida como homoplasmia, sin embargo, la tendencia
intrinseca del DNA mt de mutar puede determinar una condicién conocida como heteroplasmia,
donde el tipo nativo y los genomas mutados coexisten dentro de la célula. En el caso de
heteroplasmia, durante la mitosis las dos clases de DNA mt son distribuidas a las células hijas y las
mutaciones pueden ser acumulativas. Este fendmeno es importante en mutantes que producen
defectos que derivan en enfermedades como las mitocondriopatias, donde frecuentemente se
observa un efecto umbral dado por el nivel de mitocondrias mutadas y aumenta notablemente la
variabilidad fenotipica de las enfermedades mitocondriales. (Zeviani & Di Donato 2004)

Durante mucho tiempo se han buscado mutaciones relacionadas con mitocondriopatias, de hecho
muchas de ellas correlacionan con la pérdida de actividad o disminucién del complejo afectado, sin
embargo el efecto a nivel estructural y de supercomplejos no ha sido muy estudiado.

La disminucidn o defecto en la actividad de alguno de los complejos de la OXPHOS pueden afectar su
funcionamiento, afectando su ensamblaje o el de los supercomplejos (D’Aurelio et al, 2006), de hecho
la evidencia apunta a que el numero de estos supercomplejos puede estar involucrado con el efecto

umbral de las mitocondriopatias (D’Aurelio et al 2006).
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Para hacer este tipo de analisis se tiene un interés particular en las técnicas de protedmica como
herramientas Utiles en el diagndstico y estudio de estas patologias, logrando un gran avance en el

estudio y caracterizacidon de estas enfermedades.

Tabla 2: Caracteristicas de las enfermedades mitocondriales mas frecuentes.

Enfermedad Caracteristicas clinicas Complejo defectuoso

MELAS Focos de Lesiones cerebrales, acidosis lactica, sighos de Complejo |y IV
afectacion del SNC incluyen la demencia, vomitos, dolor de | (Chomyn 1992; King
cabeza, convulsiones, sordera, ataxia en algunos pacientes, 1992)

miocardiopatia, etc.

NARP Afecta a personas jovenes causando ataxia, retinitis Complejo V

pigmentosa, demencia, ataques y neuropatia sensorial

LHON Pérdida de vision aguda o subaguda en personas jévenes, Complejo |
mas frecuentemente en varones, debido a una atrofia

Optica bilateral

Leigh Encefalopatia de la infancia o la nifiez caracterizada | Complejo |, II, IV, V
histoldgicamente por zonas simétricas de necrosis que
afectan el cerebro medio, ganglios basales, tadlamo vy
nervios 6pticos presentando; sindrome piramidal, ataxia,
oftalmoplejia, distonia, temblor atrofia dptica, dificultad

respiratoria, etc

MERF zonas simétricas de necrosis que afectan el cerebro medio, Complejo IV
ganglios basales, talamo y nervios 6pticos presentando;
sindrome piramidal, ataxia, oftalmoplejia, distonia, temblor

atrofia optica, dificultad respiratoria, etc
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1.4. Fosforilacion oxidativa

La maquinaria de la OXPHOS, esta compuesta por mds de 80 polipéptidos diferentes, organizados en
cinco complejos membranales y dos moléculas méviles que los unen; la ubiquinona y el citocromo ¢

(figura 3). Estos complejos conforman la cadena de transporte de electrones.

H* H H* H

rosol I | /\:

701
CoQ T l &
/ IJ':T_S Cu-a3
Fe-S
[ | |V b y &= S
Matriz T FADH Fe-S
FMN

/_\‘I.\I) H /_\‘

NADH

NAD H

N

ADP+P
ATP
Compleio | 11 Il v v

Figura 3: Esquema general de la maquinaria de la OXHPOS. (Shoubridge E, 2001)

Complejo | (NADH - ubiquinona oxidorreductasa): es el sitio de inicio de la cadena y la principal
entrada de electrones, compuesto de 43 subunidades, siete codificadas en el DNA mt (Carroll et al,
2003) El complejo se disocia en un brazo periférico soluble conteniendo la flavoproteina (FP) y la
proteina de hierro (IP), y un brazo hidrofébico (HP) incrustados en la membrana mitocondrial interna.
Todas las subunidades codificadas en el DNA mt y al menos 24 de las codificadas en el nuclear estan
ubicadas en la fraccién HP. (Shoubridge 2001)

La fraccién FP traspasa dos electrones desde el NADH y se reduce, tomando para ello un protén de la
matriz, los electrones de la fraccion FP reducida pasan a la fracciéon IP, que los transporta de uno en
uno quedando los protones libres que pasan al espacio intermembrana. Los electrones salen del
complejo | hasta la ubiquinona capaz de transportar dos protones y dos electrones, el paso de los
electrones por el complejo provoca un bombeo de protones desde el interior de la mitocondria, la
ubiquinona toma dos protones del medio y se reduce a ubiquinol, y cede los electrones al complejo
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Complejo Il (succinato - ubiquinona oxidoreductasa): este complejo es el Unico complejo codificado
completamente por el DNA n, estd compuesto por dos proteinas solubles, la subunidad FP (SDHA) y la
IP (SDHB), las cuales se encuentran anclados del lado de la matriz en la membrana interna por dos
subunidades de membrana [cybS (SDHC) y cybL (SDHD)]. Las proteinas solubles contienen la actividad
de succinato deshidrogenasa, las subunidades asociadas a la membrana contienen al citocromo b y
los sitios de unién a la ubiquinona, y son responsables de la transferencia de electrones (Shoubridge

2001).

Los electrones que cede el FAD a la cadena, provienen del ciclo de Krebs a partir del succinato, que se
encuentra en la matriz mitocondrial. Este succinato da lugar al fumarato mediante la pérdida de dos
protones que recoge el FAD dando lugar al FADH,. Los electrones pasan a una agrupacion Fe-S del
citocromo b y de ahi a la ubiquinona. De aqui en adelante el proceso es el mismo que cuando el NADH

cede los electrones. El complejo Il no transporta protones a través de la membrana mitocondrial.

Complejo lll (citocromo ¢ reductasa): compuesto por 11 subunidades polipeptidicas, todas excepto el
citocromo b son codificadas por el DNA n. Este complejo cataliza la transferencia de electrones desde

la ubiquinona al citocromo c.

. . / . 2
El citocromo b contiene un grupo hemo con un dtomo de hierro, que pasa de Fe** a Fe**, cede los
electrones a una agrupacion Fe-S y queda de nuevo en estado oxidado, esta agrupacién cede el
electrdn al citocromo ¢, que lo pasa al citocromo c fuera del complejo, y finalmente pasa al complejo

V.

Complejo IV (citocromo c oxidasa COX): Es la enzima terminal en la cadena respiratoria mitocondrial,
cataliza la reduccién del oxigeno molecular por el citocromo c¢ reducido. Esta compuesto por 13
subunidades, de las cuales 10 son codificadas por genes nucleares. Dos de las subunidades nucleares
(VIa y Vlla), tienen isoformas tejido especifico. Las tres subunidades codificadas por el DNA mt (COI-

l1I) forman el nucleo catalitico de la enzima.
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Los electrones son cedidos del citocromo ¢ a un atomo de cobre presente en el complejo IV, de aqui
pasan al citocromo a, a otro atomo de cobre y finalmente al citocromo as; que se los cede al oxigeno el
cual se reduce y forma agua. El complejo IV actia como una bomba de protones que funciona gracias

a la energia obtenida por las reacciones redox.

Complejo V (ATP-sintasa): estd compuesto por 16 subunidades. Las subunidades A y A6L son
codificadas por los genes ATP 6 y 8 del DNA mt respectivamente, el resto estdn codificadas en el
nucleo. Estd formado por el segmento Fy que atraviesa a la membrana, responsable de la
translocacion de protones, y el segmento F; que se extiende en la matriz y contiene el centro

catalitico.

El segmento Fo funciona como un poro de protones, transfiriendo la energia liberada por el flujo de

protones hacia la subunidad catalitica F4, por un mecanismo tipo motor, para formar ATP.

Los complejos |, IlI, IV participan en la oxidacién de NADH, produce tres ATPs por cada NADH mientras
gue la oxidacién del FADH,, en la que participan los complejos II, lll y IV, produce solo dos ATPs por
cada FADH, oxidado. Los electrones resultado de la oxidacién de grasas y carbohidratos son
trasladados al oxigeno a lo largo de los primeros cuatro complejos de la cadena respiratoria (CI-CIV),
produciendo agua y proporcionando la energia necesaria para bombear protones a través de la
membrana interna desde la matriz hasta el espacio intermembrana donde se acumulan y forman un
gradiente electroquimico que permite al quinto complejo (ATP sintasa), fosforilar el ADP formando asi

ATP (figura 3) (Sharma et al,2009).

Durante mucho tiempo se creyd que estos complejos actuaban de manera individual sin embargo
durante las ultimas décadas se demostré que estos complejos pueden actuar de forma conjunta e
interactian formando asociaciones llamadas supercomplejos o respirosomas. (Schagger 2002;

Schagger & Pfeiffer 2000)
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1.5. Supercomplejos o respirosomas

Como ya se menciond, una de las interrogantes sobre las que se ha investigado mucho es la del
arreglo y funcién de los complejos de la cadena respiratoria. Existian principalmente dos modelos
para explicar la organizacidén estructural de estos complejos (figura 4); estos modelos oscilan entre
dos extremos, uno es el modelo del “estado sélido” con los complejos respiratorios I-IV formando
asociaciones entre ellos y un modelo del “estado liquido” también conocido como modelo de
colisiones al azar de Hackenbrock, que prevee la difusion lateral de los complejos individuales en la
membrana e independientemente uno del otro (Hackenbrock et al, 1986). El modelo del estado sélido
fue apoyado inicialmente por el aislamiento o reconstitucion estequiométrica de dos o mas complejos
y algunos andlisis de cinética, posteriormente fracasé debido a que ni por microscopia electrénica ni
por fusién liposomal se encontraban asociaciones entre los complejos. Por otro lado en el modelo del
estado liquido la evidencia mostraba que los complejos aislados conservaban su actividad, sin la
necesidad aparente de otras asociaciones. (Wittig & Schagger 2009) La asociacion directa de los
complejos respiratorios no parecia necesaria para el flujo de electrones efectivo, por lo que el modelo

del estado liquido fue poco a poco aceptado.

Sin embargo, durante la uUltima década varias lineas adicionales de pruebas demostraron que los
complejos individuales se ensamblan en supercomplejos, apoyando el modelo del estado sélido; el
aislamiento de supercomplejos estables de los complejos respiratorios Ill y IV de ciertas bacterias; la
visualizacién por microscopia electrénica, asi como el andlisis de control de flujo en las mitocondrias

de corazdn de bovino did pruebas cinéticas de la asociacion entre los complejos | y IlI.
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Figura 4: Modelos que explican la ditribucion de los complejos en la membrana interna mitocondrial.

a) modelo del estado liquido, b) modelo del estado sélido, c) integracién entre ambos modelos.

Los supercomplejos se pueden aislar de la membrana si se utiliza un detergente neutro como la
digitonina para su solubilizacién (Schagger & Pfeiffer 2000; Schagger 2002; Eubel et al, 2003; Schafer
et al, 2006). Uno de los métodos para caracterizar bioquimicamente a los supercomplejos son las
técnicas electroforéticas de BNE y hr-CNE, de hecho la primera fue como se logré visualizar por vez
primera estos complejos. Los primeros supercomplejos caracterizados bioquimicamente fueron dos
supercomplejos de Sacharomices cereviseae, un dimero del complejo Ill y una o dos copias del
complejo IV (Cruciat et al, 2000), y diferentes supercomplejos de bovino con un complejo |, un dimero
del complejo Il y mds de cuatro copias del complejo IV. (Schagger & Pfeiffer 2000)

Gracias a estos estudios han sido detectadas diferentes estequiometrias de algunos supercomplejos,
tales como; el complejo monomérico | (l;) con el complejo dimérico Il (lll;), y el complejo IV en
diferente numero de copias (IVy). (figura 5). Sin embargo estas estequiometrias pueden variar de

especie a especie.
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Figura 5: Asociacion entre los complejos I, IV y lll para formar un supercomplejo estable. (Janet 2009)

El papel funcional de los supercomplejos respiratorios no esta completamente determinado, se
propone que contribuyen a la mejora catalitica para la canalizacién de sustratos (Schagger 2001;
Lenaz & Génova 2007), la estabilizacion de los complejos mitocondriales mediante su asociacién en
supercomplejos (Acin et al, 2004; Diaz et al, 2006) y el secuestro de intermediarios reactivos. Algunas
de estas propuestas se han verificado experimentalmente: por ejemplo, se demostré la estabilizacién
del complejo | por la formacién de un supercomplejo en una bacteria, en células humanas y en
biopsias de musculo esquelético de pacientes con enfermedades mitocondriales (Schagger & Pfeiffer
2001). La canalizacién de sustratos de electrones entre el complejo | y Il ha sido verificada mediante
estudios de control de flujo. En el caso de la ATP sintasa gracias a la microscopia electrénica se sabe
gue se encuentra formando dimeros y que estos cumplen un papel estructural ya que son
responsables de la formacion de crestas mitocondriales (Allen 1995). Ademads de esta evidencia varios
supercomplejos mas han sido visualizados por microscopia electrénica (Minauro-Sanmiguel et al,
2005; Dudkina et al, 2006) (figura 6) y estan presentes en diferentes tipos biolégicos como ratones,

humano, levaduras, plantas, etc.
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Actualmente, tomando en cuenta que también existen complejos aislados en condiciones nativas, el
modelo que se propone es una integracién de los modelos anteriores, de tal forma que los complejos
y supercomplejos pueden existir simultdneamente, lo cual podria obedecer a la dindmica mitocondrial

y la manera en que se comporta la membrana interna y las crestas mitocondriales.

Figura 6: Dimero de la ATP asa visto por microscopia electrénica (Minauro Sanmiguel 2006), muestra
una asociacién angulada que probablemente tiene que ver con la biogénesis de las crestas

mitocondriales.

1.6. Andlisis de los complejos de la OXPHOS por técnicas de proteomica.

El término proteoma describe al conjunto de proteinas de un genoma y al estudio de estas proteinas
se le denomina protedmica. La protedmica es una disciplina que consta de numerosas técnicas utiles

en el analisis y estudio de las proteinas.

La electroforesis en 2D surgio en los afios setenta como una herramienta util y muy utilizada en el
estudio de las proteinas y en los afos noventa la espectrometria de masas surge como un método
analitico muy poderoso, la combinacidn de ambas técnicas permite un andlisis completo que permite
profundizar en el papel de las proteinas en diferentes contextos. Este desarrollo, junto con Ia
disponibilidad de los genomas secuenciados marcé el comienzo de una nueva era en la investigacion

bioldgica.
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Actualmente muchas areas de estudio han sido agrupadas dentro de la protedmica. Se pueden incluir,
entre otros, los estudios de interacciones de proteinas, de modificaciones pos-traduccionales, el
analisis funcional de las proteinas y estudios de localizacion. Como es el caso del estudio de los
complejos de la OXPHOS en el que se utilizan técnicas nuevas que permiten identificar interacciones
entre proteinas, cuantificar actividad y cantidad de estas, para después relacionar estos resultados

con las patologias estudiadas.

1.6.1. Electroforesis nativa

Como ya se menciond, los cinco complejos de la cadena de transporte de electrones constan de
multiples subunidades. La separacién por electroforesis de estos complejos en forma nativa es una
tarea dificil debido a diferentes razones, en primer lugar, el hecho de que son proteinas integrales de
membrana, con segmentos muy hidrofébicos y por lo tanto requieren la adicién de un detergente
para mantenerlos en solucién. En segundo lugar, ya que son complejos de multiples subunidades
existe el riesgo de la disociacién parcial durante el proceso de electroforesis. En tercer lugar los
complejos se organizan en estructuras de orden superior o supercomplejos. (Schagger & Pfeiffer

2000)

Shagger y Von Jagow desarrollaron la electroforesis nativa azul (BNE), que permite aislar a los
complejos en su forma nativa, como estrategia para enfrentar estos problemas (Schagger & Pfeiffer
2000). Esta técnica fue desarrollada para la separacién de proteinas de la membrana mitocondrial y
complejos que pesen de 10kDa a 10MDa (Schagger et al, 1994). El fundamento de la electroforesis
nativa azul se basa en la utilizacién de detergentes no idnicos para solubilizar los complejos
membranales, los mas utilizados son: la digitonina, capaz de separar asociaciones supramoleculares
de complejos multiprotéicos (respirosomas), y el lauril maltésido (LM o DDM) que es un detergente

util para separar proteinas de membrana y complejos individuales (figura 7).
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Seguida de esta solubilizacion el colorante anidnico azul de Comassie G-250 es agregado, gracias a las
propiedades hidrofdbicas de este colorante logra unirse a las proteinas de membrana. El enlace de un
gran numero de moléculas del colorante provoca un cambio de carga en las proteinas, el cual provoca
gue incluso las proteinas bdsicas migren hacia el anodo a un pH de 7.5. Sin embargo, las proteinas no
son separadas de acuerdo con la relacién masa/carga, pero si segun al tamafo, ya que en los geles de
acrilamida en gradiente la migracidon de las proteinas se desacelera gradualmente con la distancia
recorrida y con la disminucidén del tamafo del poro del polimero de acrilamida. Las proteinas
individuales deben detenerse casi completamente cuando su tamano es igual al tamano del poro.

(Wittig et al, 2006)

Ya que la carga negativa de la superficie de la proteina hace que se repelan unas a otras, la tendencia
de las proteinas de membrana a agregarse es considerablemente reducida con esta técnica. Por otra
parte, la superficie de la membrana pierde su caracter hidrofdbico al enlazarse al colorante, lo cual
convierte a las proteinas en proteinas solubles en agua. Esto significa que no es necesario utilizar
algun detergente en la BNE una vez que el Comassie ha ocupado la superficie de la proteina. Por lo
tanto el riesgo de la desnaturalizacidn de las proteinas sensibles al detergente se minimiza durante la

electroforesis nativa. (Wittig et al, 2006)

Sin embargo la interaccion con el Comassie puede interferir con la medicién de actividad y otras
técnicas como la deteccion de fluorescencia. En este caso, existe una alternativa también disefada
por Shagger y Von Jagow que se conoce como electroforesis nativa clara de alta resolucién (hrCNE) en
la que se evitan las interferencias del colorante, aunque su poder de resolucion es menor que el de la

BNE. (Wittig & Schagger 2005)

La hrCNE es util en la realizacién de la medicién de actividad enzimatica (zimogramas) ya que, no

tiene la interferencia de color con el colorante Comassie..
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INTRODUCCION

Esta técnica utiliza una mezcla de detergentes en el amortiguador de catodo, uno neutro (DDM) y uno
anidnico, el desoxicolato (DOC), que cumplen la funcidon del azul de Comassie en la BNE, estos
detergentes permiten la formacién de micelas mixtas que colocan cargas negativas en la superficie de

la proteina y asi permiten su separacidon también por tamafios. (Wittig et al, 2007)
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Figura 7: Complejos mitocondriales separados por electroforesis nativa y solubilizados con: A)

duodecil maltésido (DDM) B) digitonina (Schagger 2002)

1.6.2. Electroforesis en 2D desnaturalizante

La electroforesis nativa separa complejos y supercomplejos de acuerdo a su tamafio y forma en una
primera dimensién, donde la estructura y funcidon de los mismos se conserva. Estos complejos
pueden separarse en una doble dimensién subsecuente, generalmente una electroforesis
desnaturalizante o incluso otra nativa que, se hace con el fin de resolver la composicién de los
complejos y supercomplejos por su separacién. De esta manera el contenido y la distribucién de las
subunidades individuales pueden ser mostrados, permitiendo la identificacion de las interacciones
presentes en el supercomplejo y la deteccion de posibles subensamblajes (figura 8). Tales
subensamblajes pueden en algunos casos ser indicativos de la presencia de un defecto en un gen

especifico.
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INTRODUCCION

Otra manera en que se puede identificar la composicién de un supercomplejo es por una segunda
dimension nativa. En este caso se debe aprovechar la diferencia de solubilizaciéon entre los
detergentes; el detergente utilizado en la primera dimensién nativa debe respetar las asociaciones
gue mantienen a los supercomplejos y, en la segunda, el detergente debe separar solo a los
supercomplejos, esto permite identificar a los supercomplejos y las posibles proteinas que participan

en la asociacion.
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Figura 8: A) Gel nativo azul de mitocondrias de corazén humano Cl: a 1000kDa, CV: a 780kDa, CllI
(dimero): a 600 kDa, CIV (mondédmero): a 250kDa. B) principio de la elaboracién de una doble
dimension. C) resultado de un Western blot elaborado a una doble dimensidn utilizando anticuerpos
especificos para cada complejo. Las flechas muestran la direccion de la primera dimensién (BNE) y de

la segunda dimension (SDS). (Calvaruso et al, 2008)
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INTRODUCCION

1.6.3. Zimogramas

Otra opcion que se tiene para la identificacion de supercomplejos por medio de las técnicas de

electroforesis, es la visualizacion y cuantificacién de la actividad enzimatica en zimogramas.

La zimografia es una técnica electroforética realizada en condiciones nativas (para evitar la pérdida
de la actividad enzimdtica), que aprovecha las caracteristicas oxido-reduccion de los complejos
respiratorios y permite observar su actividad como enzimas, gracias al acoplamiento con reacciones
colorimétricas utilizando cromégenos que al ser oxidados o reducidos por su naturaleza cambian de

color.
La visualizacion del complejo | se lleva a cabo utilizando una sustancia cromégena, el nitro azul de
tetrazolio (NBT), que tiene un color amarillo en su forma oxidada y funciona como aceptor de

protones, los cuales son liberados tras la oxidacion del NADH por accién del complejo I, en

consecuencia el NBT se reduce para formar un compuesto llamado formazan de color azul. (figura 9)

NADH (+) NBT

+
NAD (+) NBTH (formazan azul)

Figura 9: Reaccién colorimétrica del zimograma del complejo I. (Modificado de Willis et al, 2009)
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INTRODUCCION

La reaccion para la visualizacion del complejo Il se lleva a cabo en dos fases, primero el succinato se
oxida por accion del complejo Il a fumarato y deja libres los electrones que el p-metilsulféxido (PMS)
capta para reducirse, la segunda reaccion es que el PMS reducido se oxida de nuevo y el NBT capta

sus protones para reducirse y formar el mismo compuesto color azul de la reaccidn anterior.

H SDH
Succinato + PMS 4,4, <——> Fumarato + PMS _, .ix0

PMS +NBT <2 5 PMS,_ ...+ formazan(azul)

reducido

Para la visualizacion del complejo IV también se utiliza un cromdgeno, en este caso el DAB, y un
donador de electrones que es el citocromo c, este ultimo es oxidado por el complejo IV para
posteriormente reducirse y donarle sus electrones al DAB que se oxida y forma un compuesto

colorido. (figura 10)

citocromo ¢ (reducido)

citocromo ¢ (oxidado)

Q DAB
DAB ( oxidado marron)

citocromo ¢ (reducido )

Figura 10: Reaccién colorimétrica del zimograma del complejo IV (modificado de Willis et al, 2009).

En la reaccidon del complejo V se utiliza ATP que es hidrolizado por accion del complejo V dejando libre
un fosfato inorganico, el cual reacciona con el nitrato de plomo agregado para formar un precipitado

de fosfato de plomo que se acumula en la banda de la enzima.

ATP + H,0 AP _, ADP 4 P

p, + Pb(NO,), < Pb,(PO,),  (ppt )

1.6.4. Western blot

UNAM. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

20



INTRODUCCION

Una estrategia practica para la visualizacidon e identificacidon de los complejos y supercomplejos de la
OXPHOS es la inmunodeteccién por WB (figura 11), utilizando anticuerpos especificos para cada
complejo. Con estos experimentos, es posible analizar asociaciones en un gel nativo azul, en una
doble dimensidn y en un gel desnaturalizante clasico, siempre y cuando el epitope este accesible y

reconocible. (Calvaruso et al, 2008)

M 39 kDa subunit (complex 1)
w Core 2 subunit (complex IlI)
m Subunit 1(complex V)

v
'*.“l 70 kDa subunit (complex I1)

O1 Y1 02 Y2 O3 Y3

BN-PAGE

Figura 11: Subunidades mitocondriales identificadas utilizando anticuerpos monoclonales en Western

Blot de una electroforesis nativa (Modificado de Gémez et al, 2009)
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JUSTIFICACION

2. JUSTIFICACION

Las enfermedades mitocondriales son poco entendidas y su diagndstico es complicado debido a que
los sintomas son muy variados y pocas veces comunes entre ellas. Este problema se debe a varias
causas, una de ellas es que las diferentes mutaciones causantes pueden caer en el DNA mt y DNA n;
hasta la fecha, la mayoria de los estudios se han enfocado a este hecho y se han dedicado a
caracterizar las mutaciones y polimorfismos del genoma mitocondrial que afectan la expresion de las
proteinas que forman los complejos de la cadena respiratoria. Sin embargo, el identificar las
mutaciones no aporta informacion acerca de las posibles alteraciones funcionales y estructurales,
estos efectos han sido poco explorados, sobre todo aquellos que tienen que ver con la organizacién

estructural de estos complejos.

Para evaluar los defectos en los complejos de la cadena respiratoria, y determinar si estas mutaciones
afectan la actividad, contenido, formacion y ensamblaje en supercomplejos, se requiere del uso de
metodologias de protedmica como la electroforesis nativa. Esta técnica permite el analisis funcional y
estructural de los complejos respiratorios y en los perfiles electroforéticos obtenidos es posible
separar individualmente a cada uno de los complejos respiratorios e incluso a los respirosomas, lo

cual permite su cuantificacién.

Ademas por medio de reacciones colorimétricas es posible visualizar su actividad como enzimas
(zimogramas) (Zerbetto et al, 1997; Wittig et al, 2007), todo esto en un solo ensayo, con una alta
sensibilidad y con una cantidad relativamente baja de tejido (20-50 mg), se pueden hacer los analisis
correspondientes. Los complejos y respirosomas separados en una electroforesis nativa (1D) pueden
ser sometidos a una electroforesis desnaturalizante adicional (2D), lo cual es una estrategia muy

recurrida en la protedmica para analizar la composicion de los complejos y respirosomas separados.
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JUSTIFICACION

Este tipo de informacién permitird analizar si existen variaciones en la cantidad e integridad de los
complejos y supercomplejos de la cadena respiratoria en mitocondriopatias para determinar si estas
enfermedades se pueden clasificar de acuerdo a defectos que, correlacionan con fallas en el
ensamblaje o con una disminucién en la cantidad o actividad de los complejos y respirosomas; esto
daria una mejor comprension a nivel molecular de estas enfermedades y podria ser determinante en

el diagndstico de las diversas mitocondriopatias.

Estos datos servirdn para posteriormente desarrollar mejores técnicas prondsticas, asi como para el

desarrollo de farmacos y el impacto de terapias nuevas.
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OBIJETIVOS

3. OBIJETIVOS

3.1. Objetivo general:
Analizar las alteraciones estructurales y funcionales de los complejos respiratorios en las
enfermedades mitocondriales por protedmica asi como su posible uso como herramientas de

diagndstico

3.2. Objetivos especificos

Estandarizar la técnica de zimogramas en geles nativos claros para evaluar la funcién de los
complejos de la cadena respiratoria.

Estandarizar las técnicas de dobles dimensiones y Western blot en geles nativos azules para
evaluar la estructura de los complejos de |la cadena respiratoria.

Evaluar las alteraciones estructurales y funcionales de los complejos de la cadena respiratoria
en pacientes con sospecha de mitocondriopatia.

Determinar el posible uso de estas metodologias como método de diagndstico en

mitocondriopatias.
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MATERIAL Y METODOS

4. MATERIALY METODOS

4.1. Material biolégico

Para la estandarizacién de todas las técnicas se utilizé musculo esquelético disectado de las

extremidades de ratones de la cepa cd1.

Biopsias de musculo de pacientes con sospecha de mitocondriopatia.

Biopsias de musculo de pacientes sin mitocondriopatia.

4.2. Reactivos

Acido 6- aminocaproico (EACA); Sigma-Aldrich,
USA

Adenosin trifosfato (ATP); Sigma-Aldrich, USA.
Desoxicolato (DOC); Research org.
Diaminobencidina (DAB); Sigma-Aldrich, USA.
Dimetil sulfoxido (DMSO); J.T. Baker, México
Ditiotreitrol (DTT); Sigma-Aldrich, USA.
Etilen-diamino-tetra-acético (EDTA); J.T. Baker,
México

Lauril maltosido (LM); Sigma-Aldrich, USA.

Lauril sulfato de sodio (SDS); Sigma-Aldrich, USA.
Nicotinamida adenina dinucledtido (NADH); Sigma-
Aldrich, USA.

Nitro azul de tetrazolio (NBT); Sigma-Aldrich, USA.
p- metil sulféxido (PMS); Sigma-Aldrich, USA.
Trietilamina (TEA); Sigma-Aldrich, USA.

Acrilamida; Bio Rad

Azul de Comassie G; Sigma-Aldrich,
USA.

Citocromo c; Sigma-Aldrich, USA.
Cloruro de sodio NaCl; Sigma-Aldrich,
USA.

Glicina; Sigma-Aldrich, USA.

Imidazol; Sigma-Aldrich, USA.

Kit de quimioluminiscencia; Millipore
Kit tincion con plata; Bio Rad

Metanol; J.T. Baker, México

Nitrato de Plomo; Sigma-Aldrich, USA.
Sacarosa; Sigma-Aldrich, USA.
Succinato de sodio; Sigma-Aldrich, USA.
Tricina; Sigma-Aldrich, USA.

Tris base; Sigma-Aldrich, USA.
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MATERIAL Y METODOS

4.3. Meétodos

Se trabajd con los tres tipos de muestra mencionados anteriormente, de los cuales se obtuvieron:
mitocondrias puras extraidas por centrifugacion diferencial y extractos crudos mitocondriales (tejido)
por una solubilizacion directa. Se realizaron las técnicas de electroforesis nativa, zimogramas, dobles
dimensiones, y western blot de geles nativos, desnaturalizantes y dobles dimensiones

desnaturalizantes. (figura 12)

~

Musculo esquelético de
extremidades de ratdn

A
l Obtencion de mitocondrias ' l Solubilizacion directa
sanos y con sospecha

v
l Solubilizacion '
Exclusién de pacientes

) Eepectrototométrice o

un laboratorio particular

w
' l Biopsias de musculo de pacientes

=

w
l Electroforesis nativa ' T l Electroforesis desnaturalizante l

v
l Obtencion de un perfil de bandas '

w
- v
l zimogramas l l Dobles dimensiones l l Western blot l

Figura 12: Diagrama general de la metodologia seguida.
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MATERIAL Y METODOS

4.3.1. Obtencion de mitocondrias por centrifugacion diferencial

El musculo esquelético de ratdon se pesdé y homogenizé mecanicamente en un homogenizador de
vidrio con medio de aislamiento (TEA 3mM, EDTA 1 mM sacarosa 250 mM pH 7.4) a una
concentracion final del 5% P/V a 4°Cy con inhibidores de proteasas.

Se centrifugo a una velocidad baja (756xg/10’/4°C), y se recuperd el sobrenadante.

Se centrifugd a una velocidad alta (3,024xg/10’/4°C), recuperando el sedimento.

El sedimento se resuspendid en el volumen minimo posible de sacarosa 250mM, homogenizando
con ayuda de un pincel.

Se realizaron alicuotas de 100 uL aproximadamente y se almacenaron a -20°C para su posterior

solubilizacion.

4.3.2. Obtencion de extractos crudos mitocondriales

Se pesaron de 10-80 mg de cada una de las muestras y se homogenizaron con 600uL de un
amortiguador de homogenizacién (fosfatos 20mM, pH 7 y sacarosa 250mM).

Se centrifugd (16.1xg/10°/4°C) y se obtuvo un sedimento con la fraccién enriquecida de
mitocondrias para su posterior solubilizacién.

La cantidad de proteina se cuantificd por el método de Lowry (Lowry, et al, 1951). Solo las
mitocondrias se cuantificaron antes de solubilizar; ambas muestras (mitocondrias y tejido) deben

cuantificarse al finalizar la solubilizacion.
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4.3.3. Solubilizacion

Para la solubilizacién se utilizaron los dos detergentes: LM (10%) y digitonina (20% en DMSO).

En la solubilizaciéon de mitocondrias se usaron mitocondrias frescas o almacenadas, estas se
centrifugaron a 10,200rpm/10°/4°C, se recuperé el sedimento y se resuspendié en un
amortiguador de solubilizacién (imidazol 50mM pH 7, EACA 2mM, EDTA 1mM, NaCl 50 mM).

El detergente se agrego lentamente en alicuotas, una vez afiadido, el solubilizado se dejo incubar
con agitacion a 4°C/15-30 min. Ambos detergentes se utilizaron a una relaciéon 2.5mg/mg de
proteina.

Para las fracciones mitocondriales se siguid el mismo procedimiento, pero la relaciéon de
detergente utilizada fue 20uL (10%)/7.5mg.

Después de la incubacién, las muestras se ultracentrifugaron (40,000rpm/40°’/4°C), el
sobrenadante se recuperé para utilizarse inmediatamente o se almacend a -20°C durante maximo

dos semanas.

4.4. Geles desnaturalizantes

Para verificar la calidad de las preparaciones asi como para realizar algunas de las
inmunodetecciones tipo WB, se uso a la electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida.
El método que se utilizé fue el sistema discontinuo de Laemmli, (Laemmli 1970) en este caso se
utilizé un gel separador al 12% y concentrador al 5%. Los geles asi preparados se corrieron a 100

volts durante 2 horas.

UNAM. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

28
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4.4.1. Geles nativos azules y claros en gradiente

» Los geles nativos se prepararon en un gradiente del 5% al 13%, (figura 13). Se utilizé un
amortiguador de imidazol 25 mM y EACA 0.5M y acrilamida en su preparacién.

» El sistema de amortiguadores usado requiere uno de anodo y otro de catodo. Con amortiguador
de anodo (imidazol 25 mM) para ambos geles, y de catodo para gel claro (tricina 50mM, imidazol
7.5 mM, lauril maltosido 0.02%, desoxicolato 0.05% pH 7) y para gel azul (tricina 50mM, imidazol
7.5 mM, azul de Comassie G 0.02%). (Wittig et al, 2007) (figura 13)

» El gel se corrié a 30 volts/ 500 mA / 17 hrs/ 4°C.

Sizterna de amc-r‘l':[guadnvss

Vidrios

Fovrmador de

gra::{imte

éml;:;[ca catodo

)

Parrilla de agitacion Bomba peristaltica

Figura 13: Montaje para la preparacion de geles en gradiente.
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MATERIAL Y METODOS

4.4.2. Doble dimension desnaturalizante

» Una vez que se realizé la electroforesis nativa (1D) se corto el carril correspondiente a la muestra
de interés, y se incubd 20 minutos con DTT 10mM y SDS 0.1%. La tira asi tratada se corrio
perpendicularmente en una electroforesis desnaturalizante al 12 %., como se muestra en la figura

14.

» El gel se corrid a 100 volts, 1hry se tifid (40% metanol, 10% acido acético, 0.1% azul de comassie),

o se transfirié para realizar un Western blot.

pozo para el vidrio 1.5mm
marcador de peso

\ tira del gel nativo
2

gel empacador 5% —_ | U ‘

[~—gel separador 12%

Figura 14: Realizacion de un gel en 2D
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4.4.3. Western blot

Las muestras separadas en los geles se transfirieron a una membrana de PVDF. La transferencia se
realizé en un amortiguador de Towbin (tris base 0.3% p/v, glicina 1.44% p/v, metanol 10% v/v)
(Towbin al, 1979). Para las transferencias de geles nativos, la fuente de poder se utilizé a 100
mA/1.5 hrs/42C, y para desnaturalizantes se realizé a 100V/1hr o 16hrs/30 V.

Una vez que se realizé la transferencia se continud con la etapa de bloqueo para evitar el pegado
inespecifico de anticuerpos a la membrana, se incubd la membrana con agitacién suave en leche
libre de grasa al 5% en PBS-T durante al menos una hora a temperatura ambiente.

Después del bloqueo se afiadid el anticuerpo primario correspondiente y se incubd durante una
noche en agitacion a 4°C. Los anticuerpos utilizados son monoclonales y reconocen una subunidad
de cada uno de los complejos, se probaron diferentes concentraciones de cada anticuerpo para
llegar a las éptimas (ver resultados).

Una vez que se unio el anticuerpo primario se incubd con el secundario acoplado a la peroxidasa
de rabano (HRP), para esto se realizaron 3 lavados cada 15 minutos con PBS-T, se agrego el
anticuerpo secundario y se dejé en agitacidn durante una hora a temperatura ambiente.
Finalmente se realizaron tres lavados cada 15 minutos con PBS-T para pasar a la etapa de
deteccion por quimioluminiscencia.

Se agrego la solucion de quimioluminiscencia (kit millipore) en la superficie de la membrana por
cinco minutos. Pasado este tiempo se retird la solucidn, en un cuarto obscuro se colocd una placa

radiografica encima de la membrana y se dejaron exponer en un casette durante 10 minutos.
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4.4.4. Zimogramas

» Se cortaron los carriles del gel nativo que se deseaban determinar por zimografia y se incubaron

con los reactivos correspondientes. (Tabla 3).

» Se dejaron reaccionar los geles en incubacion con los reactivos por 24 hrs.

Tabla 3: Reactivos utilizados en la determinacidn de actividad por zimogramas

Complejo Amortiguador (5ml) Reactivos [final]
I Tris5mM pH 7.4 NBT 2.4 mg/mL
NADH 0.09 mg/mL
Il Tris5mM pH 7.4 Succinato de sodio 4x10-3 M
PMS 0.04 mM
NBT 2.4 mg/mL
vV Buffer de actividad ATP 1 mM
Pb 0.01 grs.
v Buffer de fosfatos Citocromo C 0.05 Mm
DAB 0.52 mg/mL
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5. RESULTADOS

Los experimentos realizados se estandarizaron primero con muestras de musculo esquelético de
raton, de donde se obtuvieron dos tipos de fracciones: fracciones mitocondriales enriquecidas (tejido)
y mitocondrias purificadas por centrifugacion diferencial (Figura 15 y 16). Una vez que se obtuvieron
perfiles reproducibles, los experimentos se realizaron con muestras de pacientes sanos y con

sospecha de mitocondriopatia.

Extracto enriquecido de Obtencion de
l mitocondrias (tejido) mitocondrias
Pesar Pesar

Homogenizar | | Homogenizar

LY o

Centrifugar Centrifugar
Sedimento—s 7 g «— Sobrenadante

Solubilizar Centrifugar

+«— sedimento

Resuspender

b

Solubilizar

Figura 15: Diagrama general para la obtencion de mitocondrias purificadas y extractos mitocondriales

enriguecidos.
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5.1.  Estandarizacion de las condiciones para un Western blot

Para corroborar la calidad e identidad de las preparaciones, se utilizaron extractos totales de
mitocondrias antes de solubilizar, con esta prueba se confirmd la presencia de una subunidad de
cada complejo (I, Il, ll, IV y V) de la cadena respiratoria reconocida por anticuerpos monoclonales
mediante la inmunodeteccién por WB, se utilizé un carril diferente para cada ensayo, lo que
demuestra que en efecto trabajamos con mitocondrias. Las condiciones 6ptimas halladas para la

inmunodeteccién de los complejos en el WB se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Estandarizacion de las concentraciones a utilizar de cada anticuerpo primario

Complejo al que Peso de la Concentracion final
esta dirigido el subunidad que
anticuerpo reconoce
| 37 kDa. 0.8 ug /mL
] < 70 kDa. 0.1 pg/mL
i 48.44 kDa 0.8 ug /mL
v 19.58 kDa 0.8 ug /mL
Vv beta > 50 kDa. 1:1000
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Figura 16: a) Subunidades mitocondriales de extractos totales de raton separadas por electroforesis
desnaturalizante (12%). A) tincion con Comassie. B) subunidades de los complejos de la OXPHOS
detectadas por WB de un extracto total mitocondrial

En la figura 16 puede verse solo una banda de reaccién para cada inmunoensayo, en el peso
molecular correspondiente al peso de la subunidad mitocondrial detectada por el anticuerpo (tabla

4).

5.2.  Estandarizacion de las condiciones de solubilizacion y gel nativo.

Para determinar las condiciones de solubilizacién con los detergentes LM vy digitonina se hicieron
curvas de concentracion de los mismos, se revisaron y compararon los perfiles BNE obtenidos con los
ya reportados, (figura 17). También se determind la cantidad dptima de proteina a utilizar para su

visualizacién en la tincién con Comassie (figura 18).
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Figura 17: Curva de concentracién de detergente en una electroforesis nativa azul en gel de

poliacrilamida en gradiente (5% -13%), de mitocondrias solubilizadas con LM.

Con estos experimentos se determind que las mejores condiciones para visualizar las proteinas es
utilizando 30 pg, tanto en mitocondrias como en tejido (figura 18), y 2.5 de detergente para
mitocondrias solubilizadas con LM (figura 17) y con digitonina (figura 25), por ser ésta la intermedia
en cuanto a visibilidad, y permitir utilizar una pequena cantidad de detergente. Se establecid también
gue se requiere solubilizar aproximadamente 50 mg de tejido, cargar 30 -50 ug en los geles y correr la

electroforesis durante toda la noche.
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13%
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Figura 18: Curva de cantidad de proteinas en una electroforesis nativa azul en gel de poliacrilamida en

gradiente (5% -13%), de mitocondrias y tejido solubilizados con LM

5.3.  Estandarizacion de condiciones para los zimogramas

Para identificar los complejos respiratorios en los perfiles de las muestras de tejido y mitocondrias se
desarrollé una prueba de zimografia que permitiera visualizar la reacciéon de los complejos de la
OXPHOS en geles nativos. Para estos experimentos se probaron dos tipos de electroforesis; la BNE

(azul) y hr-CNE (clara), la actividad se determiné de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.
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Mg 15 30 50 ug 15 30 S0 15 30 50

ComplejoV

Complejoill

Figura 19: Ensayo catalitico del complejo | mitocondrial en geles nativos claro y azul, de mitocondrias

purificadas de ratén solubilizadas con LM, a) tincién con Comassie, b) reaccion catalitica.

Se determind la actividad correspondiente a la reaccién del complejo |, mediante el zimograma en
geles nativos. La banda azul indica la reduccién del NBT por accion del complejo |, la visualizacién

resultd con una mejor resolucion en los geles claros (figura 19).
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Figura 20: Ensayo catalitico del complejo V mitocondrial en geles nativos claro y azul, de

mitocondrias de raton solubilizadas con LM, a) tincion con Comassie, b) reaccién catalitica

Se determind la presencia del complejo V, la cual se observa como una banda color blanco
correspondiente a un precipitado de fosfato de plomo, debajo de la determinada para el complejo I.
La banda correspondiente a este complejo no es muy evidente en el gel azul, en el gel claro como se

observa la banda es visible desde los 15ug de proteina (figura 20).
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Figura 21: Ensayo catalitico del complejo IV mitocondrial en geles nativos claro y azul, de

mitocondrias de raton solubilizadas con LM, a) tincion con Comassie, b) reaccion catalitica

La actividad del complejo IV se observa mediante la presencia de una banda color marrén debajo de
las bandas de los complejos | y V en los geles claros y azules. La banda correspondiente a este

complejo se define mejor en el gel claro, y desde 15 pg de proteina es posible identificarlo (Figura 21).

Una vez establecidas las mejores condiciones para estos ensayos, se realizaron también en fracciones
mitocondriales enriquecidas (tejido). Aunque el perfil de bandas es mas dificil de identificar en la
tincién con Comassie, la identificacion con los zimogramas especificos mostré la disposicidon de los
complejos en el gel que, en general muestran un perfil similar a los obtenidos en mitocondrias donde

se observa la sucesion descendente de los complejos I, V, IlI, IV y Il (figura 22).
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Figura 22: Ensayo catalitico de los complejos mitocondriales | y IV en un gel nativo claro, de una

fraccién mitocondrial enriquecida de ratén solubilizada con LM.

Tras la estandarizacion de esta técnica en tejido y mitocondrias puras de ratén, el ensayo se aplicé a
tejido humano, y se realizé la comparacién de los perfiles. Los resultados mostraron que los perfiles

son muy similares.

Es importante mencionar que aunque se logré obtener mitocondrias purificadas de tejido humano
utilizando una biopsia de gran tamafo, solo se obtuvo una cantidad pequena de proteinas que no
permitid realizar repeticiones ni ensayos diferentes, por esta razén y ya que las biopsias humanas son
pequefias y limitadas, se decidié utilizar extractos enriquecidos (tejido) de las muestras humanas en

lugar de mitocondrias purificadas.
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Figura 23: Comparacion de los ensayos cataliticos de los complejos I, IVy V en un gel nativo claro, de

las tres preparaciones

La determinacién de la actividad de los complejos |, IV y V, (figura 23) permitié identificar las bandas
correspondientes. Cabe sefialar que hubo algunas diferencias entre la intensidad de las bandas de
reaccion, fue mas evidente en el caso del complejo V donde el complejo de humano fue mas activo,
también el complejo | se observa con mas intensidad en la muestra de humano, en las tres
preparaciones se observaron bandas de reaccidn de menor peso, esto sucedid cuando las

preparaciones llevaban un tiempo prolongado de almacenamiento.
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5.4. Separacion y deteccion de complejos y supercomplejos por Western blot y zimogramas

Como se menciond anteriormente, se utilizaron dos detergentes: LM y digitonina, los cuales
solubilizan de distinta manera para obtener complejos respiratorios principalmente monomeéricos en
el primer caso y supercomplejos en el segundo. Para comprobar que los detergentes solubilizaban de
esta manera y para ver las diferencias entre los productos de la solubilizacién se realizd6 una

inmunodeteccién para cada complejo en un gel nativo azul.

cl Ccu ciar civ o Cv

Dig LM Dig LM Dig LM Dig LM Dig LM

- <——Complejo |
<~ Complejo V

<——Complejo 111

<«——Complejo IV

<~ Complejo 11

Cl Cll cClil CIv cv
Figura 24: Complejos y supercomplejos de mitocondrias de ratén solubilizadas con LM y digitonina
detectados por WB en una electroforesis nativa azul utilizando 30 pg de proteina. a) Posible

supercomplejo de I y lll, b) posible supercomplejo de Iy IV, c) posible supercomplejo de lll y IV

Se determind la presencia de los complejos y posibles asociaciones de los supercomplejos en las
preparaciones solubilizadas con LM vy digitonina (figura 24). La inmunodeteccion para cada uno de los
complejos muestra bandas correspondientes a cada complejo individual, en las preparaciones
solubilizadas con LM, y bandas de mayor peso en los solubilizados con digitonina, las cuales

corresponden a supercomplejos.
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Las asociaciones entre complejos también pueden ser corroboradas por los zimogramas, de hecho es
posible determinar la composicién de complejos de una banda comparando las bandas que coinciden
para cada reaccion en especifico. Aunque la carencia de método para el complejo Il limita la

identificacion.

Complejo v | tefiido

Figura 25: Ensayo catalitico de los complejos | y IV en un gel nativo claro con mitocondrias de ratén
solubilizadas con LM y digitonina. a) Bandas que corresponden a supercomplejos con el complejo 1V,

b) bandas correspondientes al complejo IV monomérico.

Se determind la actividad de los complejos | y IV a muestras solubilizadas con digitonina y LM,
mediante zimogramas (figura 25). Ademas se determind la presencia de supercomplejos en los
solubilizados con digitonina que se visualizan en las bandas de reaccién de mayor peso molecular que

en la de los solubilizados con LM.

Estos resultados demuestran la presencia de supercomplejos, y algunas formas de identificar su
composicién, lo cual confirma que los zimogramas y el WB son herramientas utiles para su

identificacion.
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5.5.  Electroforesis en dos dimensiones.

Se llevé a cabo también el andlisis de la composicién de los complejos en mitocondrias y tejido
mediante la electroforesis desnaturalizante en 2D. Con estos experimentos se separan los complejos
y supercomplejos en sus subunidades de tal manera que se logra hacer un analisis mas fino acerca del
contenido de cada banda. Los geles obtenidos fueron tefiidos con Comassie y aunque es posible
distinguir varias bandas teiiidas, la resolucién de las mismas no es muy buena, para mejorar este
aspecto, se probd la tincidn con plata, los geles tratados con esta técnica muestran una mejor
definicion de bandas, lo que facilitaria la visualizaciéon y comparaciéon entre muestras diferentes (
figura 26 y 27). Estos experimentos fueron realizados en: mitocondrias de ratdn, tejido de ratén y

tejido humano.
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Figura 26: Subunidades mitocondriales separadas por electroforesis en 2D desnaturalizante de

mitocondrias de ratén solubilizadas con LM, a) tincion con Comassie, b) tincidén con plata.
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Figura 27: Subunidades mitocondriales separadas por electroforesis en 2D desnaturalizante de tejido

de ratodn solubilizado con LM, a) tincién con Comassie, b) tincién con plata.
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5.6. Identificacion de complejos y supercomplejos por doble dimensién y Western Blot

Una de las maneras en que se puede analizar la distribucion y contenido de complejos es por WB. En
estos experimentos se hizé una BNE, seguida de una doble dimensidn desnaturalizante, los geles de
esta ultima fueron transferidos a una membrana de PVDF vy se realizé la inmunodeteccién con una

mezcla de cuatro anticuerpos usados para los complejos |, Il, IV y V. Las muestras analizadas fueron

solubilizadas con LM (figura 28 y 29).
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Figura 28: Subunidades mitocondriales de tejido humano sano solubilizado con LM detectadas por

Western Blot en una electroforesis 2D. a) Tincién con Comassie, b) inmunodeteccion
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Figura 29: Subunidades mitocondriales de tejido de ratdn solubilizado con LM detectadas por

Western blot en una electroforesis en 2D. a) Tincién con Comassie, b) inmunodeteccion.

Como se observa en las imdgenes se detectd una banda de reaccién correspondiente a cada
subunidad que es reconocida por cada anticuerpo, es decir, se observaron cuatro bandas en el peso
molecular correspondiente al tamafio de la subunidad detectada. Las sefiales de reaccién en el tejido
humano son mas intensas con respecto al tejido del ratén, lo que nos afirma que este ensayo puede

aplicarse a muestras de pacientes.
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5.7. Estudio de un paciente con posible mitocondriopatia.

Durante el tiempo en que se desarrolld este trabajo, se presentaron 4 casos de paciente con probable
mitocondriopatia. De estos pacientes se hizo una prueba espectrofotométrica para determinar si
tenian algun defecto real. Solo uno mostré diferencias en sus lecturas espectrofotométricas (ver
Anexo). Se realizd el analisis de un paciente femenino, de 18 afios de edad, con diagndstico probable
de mitocondriopatia. A partir de un extracto mitocondrial (tejido) derivado de una biopsia de musculo
esquelético se obtuvo un extracto solubilizado con LM y uno con digitonina. Para establecer primero
un defecto en la actividad de los complejos respiratorios, se usé LM y se separd por hr-CNE para hacer

los zimogramas correspondientes (Figura 30).
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Figura 30: Complejos mitocondriales de tejido del paciente y control solubilizados con LM, separados
por electroforesis nativa clara, detectados por zimogramas.

En estos ensayos se encontré que la actividad de los complejos |, Il y IV son similares en el paciente y

en el control, es decir, su funcidn no se encontré alterada mediante el zimograma. El ensayo para el

complejo V si muestra diferencia y se visualiza una banda menos intensa en la muestra del paciente

respecto al control.
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Para analizar si habia diferencias en la distribucién de los complejos y supercomplejos, se comprobd la

presencia de las cinco subunidades mitocondriales mediante WB en un gel desnaturalizante.
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Figura 31: Subunidades mitocondriales derivadas de tejidos (solubilizados con LM) de paciente con
probable mitocondriopatia y control detectadas por Western Blot en una electroforesis

desnaturalizante.
Las bandas obtenidas en todos los carriles para cada complejo en el paciente muestran un perfil
similar en comparacién con el control, lo que sugiere que no hay una disminuciéon en cuanto a

cantidad de ningun complejo.

Posteriormente, se determind la presencia de los complejos mediante WB en un gel nativo.

ZE
;&&é ‘ UNAM. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

51



RESULTADOS

Complejo | Complejo lI Complejo Il Complejo IV Complejo V

Figura 32: Subunidades mitocondriales derivadas de tejidos (solubilizados con LM) de paciente con

probable mitocondriopatia y control detectadas por Western blot en una electroforesis nativa.

En la figura 32 se observa que la cantidad de los complejos IV y V del paciente se encuentran
aumentados con respecto al control, ya que la intensidad de las bandas en los carriles del paciente
para estos complejos es mas intensa que el control. Sin embargo, el complejo V del paciente se
encuentra disociado, ya que se observan dos bandas diferentes, lo cual indicaria que este complejo es
inestable y facilmente se disocia en sus dos subunidades, pudiendo ser que ésta inestabilidad lleve a

su baja actividad y se refleje en el zimograma.

De los solubilizados con ambos detergentes se realizaron dobles dimensiones para después detectar

las subunidades por WB.
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Figura 33: Subunidades mitocondriales de tejido humano solubilizado con LM detectadas por

Western blot en una electroforesis 2D. a) Paciente b) control
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Las lineas verticales que se encuentran en la parte superior de cada imagen muestran el orden de los
complejos en la electroforesis nativa, como se observa, el perfil es el que siempre hemos visto en
orden de izquierda a derecha de los complejos I, V, lll, IV y Il, y las lineas horizontales a la derecha de
las imagenes muestran los pesos de cada subunidad reconocida por los anticuerpos, con lo cual
encontramos al complejo | por ejemplo como el mas pesado en la electroforesis nativa reconocido
por un anticuerpo dirigido hacia una subunidad de 37 kDa en la electroforesis desnaturalizante.

Un supercomplejo se detecta al observar dos bandas diferentes en la misma posicidn vertical pero
con pesos moleculares diferentes, si estos pesos corresponden a dos complejos diferentes entonces
estariamos viendo un supercomplejo de estos. Asimismo, bandas en la linea horizontal a la izquierda
del complejo monomérico nos hablan de supercomplejos, como se observa en la figura 33, varias
bandas horizontales a la izquierda del complejo IV a la misma altura.

Aunque sabemos que la digitonina separa principalmente supercomplejos, en la figura 34 vemos
bandas correspondientes a complejos individuales en los solubilizados con digitonina y posibles
asociaciones en los solubilizados con LM en la figura 33, esto ocurre ya que como bién se sabe en la
literatura ambos detergentes tienen la capacidad de separar complejos monoméricos asi como

también supercomplejos, dependiendo de las condiciones a las que se utilicen.
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Figura 34: Subunidades mitocondriales de tejido humano solubilizado con digitonina detectadas por

Western Blot en una electroforesis 2D. a) Paciente b) control.
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En la figura 33 se observan asociaciones que no son faciles de identificar, ya que, el gel no muestra
una buena resolucidon y ademads las asociaciones no son tan obvias o por lo menos no es facil
asignarlas, lo que si podemos decir es que las subunidades de los complejos V, IV y Il son
evidentemente mas intensas en el paciente.

En la figura 34 las bandas correspondientes a los complejos Ill, IV y V son mds intensas en el paciente
con respecto al control, el complejo | en el control no es evidente. Ademds en la posicion que
corresponde al complejo Il se observa una banda grande que es mds abundante y mads intensa en el

paciente.
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6. DISCUSION

Las mitocondriopatias son enfermedades complejas que afectan la funcién de los complejos de la
cadena respiratoria. Desde hace una década se reconocid que estos complejos se encuentran
asociados y forman supercomplejos o respirosomas, estas estructuras cumplen con varias funciones
bioldgicas que se estdn determinando. En este trabajo se muestra la utilidad de las técnicas
protedmicas para el diagndstico y analisis de estas patologias.

En este caso se usaron varias técnicas electroforéticas para analizar el comportamiento de la OXPHOS
y su papel en las mitocondriopatias, con el fin de determinar si el arreglo de estos complejos cumple
un papel relevante en el desarrollo y aparicion de estas enfermedades. Para hacer los experimentos
se necesité una biopsia de al menos 50 mg, ya que una menor cantidad no proporcionaba extractos
suficientes para la realizacién de los ensayos; también se encontrd que una vez solubilizadas, las
mitocondrias no deben ser almacenadas durante un periodo mayor a dos semanas, ya que,
aparentemente el detergente sigue actuando y afecta la integridad y actividad de los complejos, de
manera que la actividad disminuye y aparecen bandas de actividad adicionales de menor tamano.
Esto altera el perfil de los zimogramas y requiere el uso de una mayor cantidad de proteinas. De igual
forma es preferible usar biopsias frescas pues, las biopsias congeladas y almacenadas por mas tiempo
no mostraron el mismo rendimiento en cuanto a la obtencién de solubilizados que las muestras
frescas, ya que cuando se utiliza la misma cantidad de una biopsia siempre se obtuvo menor cantidad
de proteinas, ademds se observdé también un barrido (efecto de degradacién parcial) en las
electroforesis y en los zimogramas.

Aunque las técnicas utilizadas se describieron desde hace unos 10 afios, se reconoce su poder como
herramienta de analisis y diagndstico de mitocondriopatias, pues han venido dando nueva
informacién de varios aspectos técnicos y conceptuales que todavia no se conocen. En las
electroforesis nativas se encontré que el perfil de bandas obtenido de las mitocondrias aisladas fue el
mismo reportado en la literatura (Zerbetto et al, 1997) y es el tipico de una solubilizacién con LM en

un gel nativo, lo que corrobora la calidad de las preparaciones usadas.
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A pesar de que en mitocondrias este perfil es facilmente observable, en los extractos mitocondriales
de tejido el perfil obtenido no muestra bandas tan obvias, por lo que hubo que asignar la identidad de
las bandas por medio de los zimogramas y WB (figuras 19, 29).

Con los zimogramas se encontrd que tanto en mitocondrias como en extractos mitocondriales es
posible asignar la posicién de cada complejo en el gel (Zerbetto et al, 1997), el complejo | se observa
como una banda azul que indica la reduccion del NBT, en la reaccién del complejo V se observa una
banda color blanco que nos indica la presencia del complejo V, esta banda se encuentra tal como ya
se ha descrito (Wittig et al, 2007), por debajo del complejo |, esto ocurre asi puesto que el complejo V
se obtiene principalmente como mondmero cuando se solubiliza con LM (Krause Fet al, 2005; Wittig ,
et al, 2006) , el cual es menos pesado que el complejo I. En todos los casos se comprobd que el gel
nativo claro muestra varias ventajas respecto al gel nativo azul en la realizacién de estos ensayos, ya
que, la reaccién se lleva a cabo en un tiempo menor y la visualizacién de las reacciones colorimétricas
es mas definida debido a que no hay interferencia del color azul del gel (Wittig et al, 2007).

Al comparar la actividad de los complejos I, IV y V, en muestras de ratén y de humano se obtuvieron
resultados similares por lo que la estandarizacién fue adecuada y los ensayos pudieron realizarse
también en extractos mitocondriales de pacientes. Es interesante notar que entre los complejos de
humano y ratdn se ven algunas diferencias en la intensidad de las bandas de reaccidn colorimétricas,
lo que muestra su capacidad para ver diferencias de actividad y su potencial como prueba diagndstica.
Para probar esta idea se usaron biopsias de pacientes con probable mitocondriopatia. Los resultados
fueron confrontados con los obtenidos de la medicidon de actividad por espectrofotometria. Ya que la
cantidad de biopsia proporcionada de los pacientes fue limitada y la obtencidn de mitocondrias se
complica, usamos solo extractos mitocondriales enriquecidos para el analisis de este paciente.

De los cuatro pacientes analizados obtuvimos datos que correlacionaron con el ensayo catalitico por
zimogramas. Solo uno de estos pacientes presentd diferencias y usamos la biopsia para analizarla. En
los ensayos encontramos que el paciente presentaba una disminuciéon en la actividad del complejo V
con respecto al control, probablemente debido a un problema como la degradaciéon o
desestabilizacion del mismo.

El Western blot de una electroforesis desnaturalizante del paciente mostré que la cantidad de los

complejos es similar en todas las preparaciones, no se observé alguna diferencia que pudiera sugerir
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la disminucién significativa de alguno de los complejos mitocondriales, ya que las bandas
correspondientes a la inmunodeteccion de las subunidades de cada complejo son muy semejantes en
las tres preparaciones utilizadas, en el complejo V se observa incluso una ligera disminucion en el
control, sin embargo, la mayor cantidad en el paciente sigue inactiva con lo cual suponemos que solo
la actividad y no la cantidad del complejo V podria estar afectada, ademas este mismo resultado
muestra que el complejo V es inestable, ya que se observaron dos bandas que pueden hablar de una
disociacion de este complejo, lo cual podria ser la causa de su baja actividad.

Esta biopsia también fue analizada para determinar la distribucién de los supercomplejos. Es
importante subrayar que antes de hacer los experimentos con el paciente se hicieron los andlisis en
controles y en ratén. Al realizar las solubilizaciones con digitonina y LM y separarlos por electroforesis
nativa, encontramos claramente bandas correspondientes a supercomplejos en el caso de la
digitonina y a complejos individuales en el caso del LM; esto se debe al hecho de que los
supercomplejos son asociaciones de dos o mas complejos con mayor peso molecular y en
consecuencia los observamos por arriba de las bandas correspondientes a los complejos obtenidos
con LM. También fue factible observar algunas posibles asociaciones que contenia la preparacion, se
observaron asociaciones entre los complejos I- lll, I-IV y lll-IV ya que estas bandas coincidieron a la
misma distancia en ambos complejos. Sin embargo se necesita hacer mas andlisis, doble dimensién y
WB para confirmar esta identidad.

Por otra parte es posible que con las condiciones utilizadas no se obtenga suficiente resolucién pues
no se encontraron todas las asociaciones que ya fueron reportadas (Eubel et al, 2004a, 2004b; Krause
et al, 2004; Schagger 2002; Schagger & Pfeiffer 2000, Paumard et al, 2002), por lo que es necesario
mejorar este aspecto.

Durante la estandarizacion de las dobles dimensiones encontramos que la tincién con las técnicas
utilizadas presentaron diferencias en cuanto a la resolucidon observada. Aunque la tincidn con
Comassie muestra varias bandas, su intensidad no estd muy definida lo cual dificulta mucho la
visualizacién de las bandas separadas; para tratar de optimizar este problema se realizé también la
tincion con plata, los geles tefiidos de esta manera definen varias bandas que con Comassie no se
distinguen, es decir con esta técnica se obtuvo una mejor resolucién, aunque fue la tincién elegida

para las dobles dimensiones, la tincion con plata tiene las desventajas de que es irreversible y no es
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proporcional de tal manera que algunas bandas pueden sobre o subestimarse. Existen otros métodos
mas recientes que podrian ser utilizados para la tincidn de los geles, tal es el caso del “deep purple”,
el cual es un marcador fluorescente cuya sensibilidad puede detectar ng de proteina y que es muy
usado en geles de 1 o 2 dimensiones (Bell 2003; Smejkal et al, 2004) y ademas es muy util para la
seleccion de bandas para la espectroscopia de masas (Heinemeyer et al, 2009).

En el caso del Western blot aplicado a estas dobles dimensiones se logré identificar cada uno de los
complejos mitocondriales utilizando una mezcla de anticuerpos que reconocen una subunidad de
cada complejo. Los resultados mostraron que las bandas se definian bien y no se empalmaban,
comprobando asi que es posible realizar Western Blot a dobles dimensiones para llevar a cabo la
identificacion de los supercomplejos.

La identificacion de supercomplejos también se puede hacer por zimogramas, aunque es
técnicamente un poco mas complicado pues los geles no son un soporte fijo como las membranas
(PVDF) usadas en el WB. Ademas la determinacion de perfiles en dos dimensiones posibilita hacer el
analisis sobre el contenido de subunidades y estequiometria de los complejos.

Cabe sefialar que aun se deben optimizar varios aspectos del analisis, por una parte se debe
establecer un control de carga que permita salvar las diferencias intrinsecas entre el contenido
proteinico de las muestras, parte del problema se ha resuelto con la densitometria para tratar de
igualar cantidades de proteinas, sin embargo, no se pudo saber si la actividad o intensidad de las
bandas en un WB, estén afectadas por algo propio de la muestra y no con la cantidad de proteina
utilizada. Esto resulté particularmente problematico en el caso del paciente pues al solubilizar con
digitonina no se lograron observar supercomplejos, solo complejos individuales, con esto aun deben
ajustarse los tiempos de solubilizacion y las cantidades de detergente, a pesar de esto la
inmunodeteccién en las dobles dimensiones siempre reveld un aumento de los complejo IV y I
principalmente, y revisando en la literatura, el aumento de este ultimo puede ser factor de algunas
otras patologias especialmente neoplasicas como el paraganglioma, leucoencefalopatia, etc. (Eng et
al, 2003)

Aunque el caso del paciente no parece ser una mitocondriopatia clasica, es probable que si tenga un
problema a nivel mitocondrial, pues la cantidad de algunos complejos se vio aumentada; asi como la

de supercomplejos. Aunque no pudimos verificar la presencia de supercomplejos ya reportados en la
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literatura, encontramos que si ocurre la formacién de estas estructuras, incluso, en el caso del
compejo V, se ven bandas por debajo de su peso predicho, lo que muestra la degradacion parcial y
refleja una pérdida de estabilidad de este complejo, por lo cual la patologia presente en este paciente
podria estar asociada a ésta caracteristica, a una inestabilidad de algunos complejos por una
capacidad limitada para la formacién de supercomplejos, como se nota una sobreexpresién de los

complejos, podria estar ocurriendo un efecto compensatorio para equiparar la pérdida de actividad.
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7. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos, las técnicas utilizadas permiten el andlisis de muestras bioldgicas
y por lo tanto pueden ser utilizadas en el diagndstico.

Los zimogramas se pueden manejar como una herramienta en el diagndstico de mitocondriopatias ya
gue permitieron evaluar funcionalmente los complejos respiratorios en estas patologias. Esta forma
de evaluacidon es muy similar a la espectrofotometria donde por los defectos en la actividad, se
determina la presencia o no de una mitocondriopatia. Sin embargo, este andlisis se limita Unicamente
a la actividad pero, no dice mucho acerca del mecanismo molecular de estas enfermedades.

Por otra parte los andlisis de inmunodeteccién por WB vy las dobles dimensidnes resultaron bastante
utiles en el andlisis estructural de los complejos respiratorios, ya que, permiten el analisis de los
posibles ensamblajes entre los complejos para formar supercomplejos y ademas proporcionan
informacién acerca de la estabilidad o inestabilidad que estos complejos pudieran presentar, estos
experimentos brindan mas informacién acerca de la patologia y en este caso si, sobre los mecanismos
moleculares que subyacen estas enfermedades.

De esta manera vemos que en conjunto las técnicas utilizadas pueden ser muy utiles en el analisis y
diagndstico de enfermedades mitocondriales, ademds de que tiene un valor adicional, ya que, en el
analisis ulterior por protedmica se tendra un analisis mas fino que, permitird la mejor comprensién de
estas enfermedades, dicha informacién podria ser util en la valoracién de marcadores bioldgicos vy
otras opciones de tratamiento, asi como en el mecanismo molecular y celular afectado en estas
enfermendades lo que permitira un mejor diagndstico y una mejor clasificacién, lo que repercute en

el mejoramiento de terapias y tratamientos a pacientes afectados.
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