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RESUMEN

La fosforilacion oxidativa (FOX) es la culminacion del catabolismo en orga-

nismos que son dependientes de oxigeno. Este proceso es el responsable de PALABRAS
generar la gran mayoria de moléculas de ATP que un organismo necesita para CLAVE
vivir. A pesar de la importancia que juega la FOx en la célula, muy pocas Fosforilacion
veces somos conscientes de la velocidad que debe tener este proceso para que oxidativa,

la célula lleve a cabo sus procesos vitales. En este trabajo analizamos el flujo . .
de la FOx a través de experimentos de respirometria utilizando un oxigrafo e lliaEirel
de alta resolucién (Oroboros Insturment®) para calcular la velocidad de ATP,
produccion de ATP utilizando como modelo a Trypanosoma cruzi. El hecho T cruzi

de que este parasito posea una sola mitocondria nos ofrece una oportunidad

Unica para estudiar mitocondrias individuales totalmente integras.

ABSTRACT

Oxidative phosphorylation (OxPhos) is the culmination of catabolism in KEYWORDS
aerobic organisms. This process is responsible for generating the most of ATP o
molecules that an organism needs to live. Despite the importance that OxPhos Oxidative
plays in the cell, we rarely know the rate that this process must have for the phosphorylation,
cell to carry out its vital processes. In this work, we analyze the OxPhos flow respirometry,
with a high-resolution oxygraph (Oroboros Insturment®) to calculate the rate ATP

of the production of ATP using Trypanosoma cruzi as a model. The fact that "
this parasite has only one mitochondrion offers a unique opportunity to study T. cruzi

a fully intact individual mitochondrion.
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INTRODUCCION

Los organismos necesitan de la producciéon de
trabajo para mantenerse vivos y poder reproducirse,
por lo que requieren de un aporte significativo de
energia. De esta manera, al considerarse como un
sistema abierto, los organismos han desarrollado
principalmente dos estrategias para llevar a cabo el
intercambio de materia y energia con su entorno: la
primera es absorber la luz solar (organismos foto-
sintéticos), y la segunda es consumir combustibles
guimicos, extrayendo la energia de su degradacion
(organismos heterotrofos) (1). Los alimentos que
ingieren los organismos heterétrofos estan consti-
tuidos de moléculas organizadas (ej. glucosa) que
requieren de energia para formarse, por lo que, al
romper sus uniones constituyentes durante su meta-
bolismo, se libera parte de esta energia que puede
ser usada en las actividades celulares.

La forma mas comudn de almacenar la energia pre-
sente en los combustibles quimicos y hacerla util
para la célula, es a través de los enlaces fosfoanhidro
del adenosin trifosfato (ATP) (2) (Fig. 1). Se ha esti-
mado que el 90% de las necesidades energéticas de
las células se satisface por la oxidacion de sustratos,
cuyos electrones se transfieren a traves de un siste-
ma proteico membranal donde el aceptor final es el
oxigeno. Esta accion es mejor conocida como fosfo-
rilacion oxidativa (FOX) y es llevada a cabo dentro
de la mitocondria (3) (Fig. 1).

Comprender la FOx y poder analizarla bajo proto-
colos en tiempo real es de suma importancia puesto
que permite expandir la bioenergética tradicional y
estudiar el funcionamiento mitocondrial de manera
dindmica. Esto podria ser Gtil para mejorar los diag-
nosticos y/o tratamientos de diversas enfermedades
humanas (4).

Figura 1. Transduccién de la energia contenida en los enlaces quimicos de la glucosa a los enlaces fosfoanhidro
del ATP. La oxidacidn de la glucosa en CO; requiere de la glucdlisis, de la actividad de piruvato deshidrogenasa (PDH)
y del ciclo de Krebs (CK). Los equivalentes reductores producidos por la PDH y el CK son utilizados en la cadena de
transporte de electrones (CTE) para producir una diferencia de potencial (A¥Ym); la cual servird como fuerza motriz
para transportar fosfato (Pi) a través del acarreador de fosfato (PiC) y para la condensacion entre fosfato (Pi) y
adenosin difosfato (ADP) y producir finalmente ATP. Los enlaces fosfoanhidro contienen parte de la energia
producida por la oxidacidn de la glucosa, la cual es utilizada en los diferentes bioprocesos.

Estudios de respirometria

Oxigrafo. La estimacion del flujo de FOx puede
Ilevarse a cabo a través de estudios de respirometria,

en los cuales se mide el consumo de O, en sus-
pensiones mitocondriales o celulares mediante elec-
trodos sensibles a O2 (ej. electrodo de Clark) acopla-
dos a cdmaras herméticas (oxigrafo) (Fig. 2). La can-
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tidad de Oz consumido cuando se utilizan células
intactas se debe a procesos no mitocondriales (ej.
actividad de enzimas como citocromos P450, xan-
tina oxidasa, etc.) y a la reduccién de oxigeno por el
complejo IV en la matriz mitocondrial (Fig. 3A).

Cadena de transporte de electrones y fosfori-
lacion oxidativa. Los electrones necesarios para la
reduccion del oxigeno por el complejo IV provienen

del NADH vy del succinato, cuyos electrones pasan
a través de los complejos de la cadena transporta-
dora de electrones (CTE) hasta el Oz (1) (Fig. 3A).

El paso de electrones a través de los complejos I, 111
y IV produce la transferencia de iones hidronio (H*)
de la matriz mitocondrial al espacio intermembra-
nal, lo que provoca que este espacio sea mas posi-
tivo que la matriz y por lo tanto se forme un
potencial electroquimico (A¥m). En mitocondrias

Figura 2. Oxigrafo disefiado para estudios de respirometria celular. En una cdmara acoplada a un electrodo de
Clark (sensor de oxigeno) se coloca una suspension celular o mitocondrial y se determina la concentracién de
oxigeno disuelto a través del tiempo (dO,/dt). En los experimentos de respirometria, cominmente se adicionan
inhibidores mitocondriales con el propédsito de estudiar la actividad de los diferentes constituyentes de la respira-

cion celular.

intactas o células, el consumo de O2 en el complejo
IV esta acoplado al A¥m (4), de tal forma que si se
incrementa la concentracion de H* en el espacio in-
termembranal, aumenta el AWm y se detiene la
actividad del complejo IV. Por otro lado, si la
concentracion de H* disminuye en el espacio inter-
membranal, el AYm disminuye y aumenta la velo-
cidad de reduccion de Oz en el complejo 1V (Fig.
3A). Los iones H* pueden regresar a la matriz mito-
condrial por dos caminos: a través de la ATP sintasa,
lo que funciona como fuerza protén-motriz para la
produccion de ATP, y por vias independientes a la
sintesis de ATP, lo que se conoce como fuga de H*
(5) (Fig. 3A).

Experimentos de respirometria. En un estudio ba-
sico de respirometria se utiliza oligomicina (oligo)

para inhibir a la ATP sintasa; esto produce un incre-
mento en el A¥Ym vy, por lo tanto, una inhibicién en
la velocidad del consumo de O por el complejo IV
(Fig. 3B). Luego se adiciona un desacoplante mi-
tocondrial como el carbonilcianuro-m-clorfenilhi-
drazona (CCCP) que puede transportar muy rapi-
damente a los H* del espacio intermembranal a la
matriz. Esto produce un AWYm = 0 y por tanto el
consumo de O por el complejo 1V incrementa al
maximo (Fig. 3B). Finalmente, se adiciona cianuro
de potasio (KCN), el cual es un inhibidor del com
plejo 1V, por lo que el consumo de oxigeno restante
pertenece al consumo de Oz no mitocondrial (1)
(Fig. 3B).

Razon P/O. El célculo de moléculas de ATP sinte-
tizadas a partir de los datos de oximetria se realiza
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considerando la siguiente ecuacion para la sintesis
de ATP:

XADP+ xPi+% O, + H"+ NADH — x ATP+ H,0 + NAD*

donde el valor de “x” se denomina razon P/O la cual
representa la proporcién de ATP producida por cada
oxigeno atomico (O = % O.) consumido (6). En
general, se considera que 10 H* son transportados al
espacio intermembranal por cada NADH que
transfiere sus electrones a la CTE, de los cuales 8
deben fluir a través de la ATP sintasa para producir
3 moléculas de ATP. Adicionalmente, tres moléculas

3A)

Figura 3. Analisis de los graficos de respirometria.
A) Esquema de los procesos involucrados en el
consumo de oxigeno celular. Se puede observar la
presencia de los diferentes complejos mitocon-
driales (I-1V), junto con la Coenzima Q (Q), el cito-
cromo (C), el acarreador de fosfatos (PiC), y una
proteina desacoplante (PD). B) Trazo tedrico de un
experimento de respirometria con células intactas
(1). Al inicio del experimento, el consumo de
oxigeno celular es dO,/dt= FOx + Fuga + No mit. Al
agregar oligomicina (2) se inhibe la ATP sintasay el
dO,/dt = Fuga + No mit. EI CCCP colapsa el A¥m
(3) y el dOy/dt = CTE + Fuga + No mit. Finalmente,
la adicion de KCN inhibe al complejo IV (4) por lo
que el dO,/dt = No mit, es decir, los procesos que
consumen oxigeno y que no son mitocondriales,
como la actividad de citocromos P450 (P450) en
reticulo endoplasmico. Abreviaturas: CCCP (carbo-
nilcianuro-m-clorfenilhidrazona), CTE (cadena de
transporte de electrones), FOx (fosforilacion oxida-
tiva), No mit (no mitocondrial), P450 (citocromos
P450), PD (proteina desacoplante), XH (xenobi6-
tico), XOH (xenobidtico oxidado).

3B)

de fosfato (Pi) deben ser transportadas a la matriz
mitocondrial; esto requiere de 3H* (7) por lo que en
total se necesitan 11 H* para sintetizar 3 moléculas
de ATP. Con esta informacion se deduce que el P/O
es 2.7 para el NADH como donador de electrones;
sin embargo, el estimado experimental del P/O en
células humanas es de 2.5 (8). En el caso del
succinato, 6 H* son transportados al espacio inter-
membranal por lo que el P/O es 1.6 y el valor experi-
mental es aproximadamente 1.5 (8). La estequio-
metria de los H* necesarios para la sintesis de ATP
depende del nimero de unidades c en FO de la ATP
sintasa, lo cual varia entre especies (1).
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En la figura 4, se presenta el trazo temporal de un
experimento de respirometria, asi como los datos
gue corresponden a la velocidad de consumo de oxi-
geno en las diferentes condiciones de inhibidores
mitocondriales. El experimento se realizé utilizando
74x106 de células de T. cruzi; es importante destacar
que los tripanosomatidos, como T. cruzi, poseen una
mitocondria por parasito, por lo que los estudios de

4A)

respirometria en este modelo celular nos ofrecen
una oportunidad Unica para estudiar mitocondrias
individuales totalmente integras.

Con los datos de la figura 4B, calcula el namero de
moléculas de ATP sintetizadas por cada parasito en
un segundo como producto de la fosforilacion
oxidativa. Se debe tener en cuenta que el valor P/O
en T. cruzi es 1.68 (8), ademas de que la capacidad
del oxigrafo es de 2mL.

4B)

Figura 4. Experimento de respirometria en células intactas. A) Trazo realizado con un oxigrafo de alta resolucidn
utilizando parasitos de T. cruzi en el cual se registra el efecto de los inhibidores mitocondriales sobre el consumo de
oxigeno. B) Tabla con los datos de la velocidad de consumo de oxigeno (dO,/dt) en las diferentes condiciones de

inhibidores mitocondriales.
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