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RESUMEN

La mitocondria contribuye directamente con la regulacion de la concentracion
citosdlica de calcio (Ca?*). La concentracién intramitocondrial de Ca®* es regulada mediante
un uniportador cuya funcién depende del potencial de membrana (mAW) generado en la
cadena de transporte de electrones. Se han observado varias anormalidades en el
metabolismo de Ca** de ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Las ratas SHR han sido
usadas como un modelo de hipertension humana. En el presente trabajo se evalud si la
funcionalidad mitocondrial se afecta durante la hipertension, lo cual podria alterar el
metabolismo de Ca*, asi como la actividad de enzimas dependientes de este catién. Se
utilizaron los valores de mAWY y de la actividad de la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV) como
parametros de la funcionalidad mitocondrial. Asimismo, se determinaron la concentracion de
Ca*" intramitocondrial y la actividad de la éxido nitrico sintasa mitocondrial (NOSmt)
dependiente de Ca®* en ratas normotensas (WKY) e SHR de 1 y 7 meses de edad. La
actividad basal del complejo IV fue mayor en ratas SHR de 1 mes de edad, mientras que la
produccion basal de L-citrulina (indicativo de la sintesis de éxido nitrico [NO®]) fue menor en
ratas SHR de 1 mes de edad. La sintesis de L-citrulina en las ratas WKY de 1 mes de edad
fue dependiente de la concentracion de Ca®* (p<0.05). No se observaron cambios
significativos en la sintesis de L-citrulina en presencia de Ca* en las ratas SHR de 1y 7
meses de edad, ni en las WKY de 7 meses de edad. La actividad basal del complejo IV en
ratas SHR de 7 meses de edad fue menor en comparacion a las WKY. El mAWY fue menor en
las ratas SHR de 1 mes de edad comparado a las WKY, mientras que en las ratas de 7
meses de edad el mAW disminuyo tanto en ratas SHR como en las WKY. La captacion de
Ca?" fue menor en ratas SHR de 1 mes de edad que en ratas WKY de la misma edad. Estos
datos muestran en las mitocondrias de cerebro de ratas SHR una disminucion en la actividad
basal del complejo IV dependiente de la edad lo cual fue paralelo a una disminucién en el
mAWY, lo cual podria afectar la concentracion y el transporte de Ca** en la mitocondria, asi
como la actividad de la NOSmt dependiente de Ca?". Estas alteraciones en el metabolismo
energético mitocondrial podrian estar relacionadas con la disfuncion mitocondrial y con una

progresiva muerte neuronal reportada durante la hipertension por otros estudios.
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ABSTRACT

Mitochondria contribute directly with regulation of cytosolic calcium (Ca?")
concentration. The intra-mitochondrial Ca** concentration is regulated via a Ca*" uniporter
whose function depends on membrane potential (mAW)-generated in the electron transport
chain. Several abnormalities have been observed in the Ca** metabolism of spontaneously
hypertensive rats (SHR), which are used as a model of human hypertension. In this work was
evaluated whether mitochondrial functionality is affected during hypertension, which could
affect Ca®* metabolism, as well as the activity of the enzymes dependent on this cation. We
utilized measurements of mitochondrial mAY and cytochrome c oxidase activity (complex V)
as parameters of mitochondrial functionality. As well, we determinated intramitochondrial
Ca* levels and Ca®-dependent nitric oxide synthase (mtNOS) activity in 1 and 7-mo
normotensive (WKY) and SHR rats. Basal complex IV activity was higher in 1-mo SHR,
whereas the basal L-citrulline production (indicator of nitric oxide [NO®] synthesis) was
decreased in SHR rats of 1-mo. L-citrulline synthesis in WKY of 1-mo was dependent on Ca**
concentration (p<0.05). There were not significant changes in L-citrulline synthesis in
presence of Ca®* in SHR rats of 1 and 7-mo neither WKY of 7-mo. Basal complex IV activity
in SHR rats of 7-mo was lower than the activity measured in WKY animals. mAY was lower in
1-mo SHR than 1-mo WKY rats, while in 7-mo animals, mAY decreased both in SHR and
WKY rats. Ca®* uptake was lower in 1-mo SHR than 1-mo WKY rats. These data show that in
brain mitochondria from SHR an age-dependent decrease on basal complex IV activity
parallel to a diminished mAW, which may impair movements and levels of mitochondrial Ca**
as well as Ca®'-dependent NOS activity. These alterations in mitochondrial energetic
metabolism could be related to mitochondrial dysfunction and progressive neuronal death

reported during hypertension by other studies.
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1. INTRODUCION

1.1. Sistema nervioso

El sistema nervioso controla y coordina las funciones de todo el cuerpo y
responde a los estimulos internos y externos. Esta compuesto de tres partes
principalmente: la parte sensorial, el sistema nervioso central y la parte motora. El
sistema nervioso central esta formado por el encéfalo y la médula espinal. El cerebro
constituye la parte anterior y superior del encéfalo; éste puede almacenar
informacion, generar pensamientos y determinar las reacciones que el cuerpo
experimenta como respuesta a las sensaciones. Después, se transmiten sefiales
adecuadas a través de la parte motora del sistema nervioso para dar respuesta al
estimulo captado (Guyton, 1992; West, 1993; Testut y Latarjet, 1997).

1.2. El cerebro

El cerebro es la porcién principal del encéfalo de los vertebrados que ocupa la
parte superior del craneo. Una fisura profunda lo divide en dos mitades denominadas
hemisferio derecho y hemisferio izquierdo, que son comunicados mediante el cuerpo
calloso. Otras fisuras subdividen a cada hemisferio cerebral en cuatros l6bulos:
frontal, occipital, temporal y parietal. De forma ovoide, este 6rgano tiene una longitud
en los humanos de 17 cm, una anchura de 14 cm, 13 cm de altura y pesa

aproximadamente 1.3 Kg (Fig. 1) (Testut y Latarjet, 1997).

El cerebro esta constituido por alrededor de 10 millones de neuronas aferentes
(de entrada y sensoriales), 50 mil millones de neuronas centrales y 0.5 millones de
neuronas eferentes (salida o motoras), que son las vias a través de las cuales se
transmite la informacion dentro de él, asi como la maquinaria que lo hace trabajar.
Hay miles de neuronas centrales por cada neurona de entrada o salida,
proporcionando asi abundantes circuitos, lo cual determina la funcion del cerebro
(Villee, 1985; West, 1993; Carpenter, 1998).

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 1
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Tallo cersbral

Figura 1. Anatomia del cerebro humano. Hemisferio derecho, vista lateral.
Tomada y modificada de Pashchuk (2007).

1.2.1. Metabolismo cerebral

En condiciones de reposo, el cerebro requiere alrededor del 15% del
metabolismo energético total del cuerpo, aun cuando la masa del cerebro es soélo un
2% de la masa corporal total. En estas condiciones, el metabolismo del cerebro es 7
veces el metabolismo promedio del resto del cuerpo. La mayor parte del metabolismo
cerebral tiene lugar en las neuronas y la otra parte en células gliales como los
astrocitos. Del consumo energético del cerebro, aproximadamente el 60% se utiliza
para mantener las funciones electrofisiolégicas; es decir, para mantener los
gradientes iodnicos para la sintesis, el transporte y la recaptura de neurotransmisores.
El resto de la energia consumida se emplea para las actividades propias de la

homeostasis cerebral (Guyton, 1992).

En condiciones normales, el 90% de la energia necesaria para conservar los
gradientes ionicos a través de las membranas celulares y transmitir los impulsos
eléctricos, proviene de la glucosa, la cual entra al cerebro mediante un transportador
que esta en los capilares cerebrales. La glucosa es oxidada por la via de la glucolisis

y el ciclo de Krebs. Durante un ayuno prolongado, el cerebro utiliza cuerpos
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cetdnicos como fuente de energia. El cerebro necesita alrededor de 4x10?
moléculas de ATP cada minuto, por lo que este 6rgano es vulnerable a las
interrupciones de suplemento de glucosa o de O,. Debido al metabolismo elevado
que tienen las neuronas, se requiere mucha mas energia que la necesaria para las
demas células del organismo, por lo tanto, la capacidad de depdsito de glucogeno en
el cerebro es reducida ya que esta reserva es capaz de cubrir los requerimientos
energéticos cerebrales por pocos minutos (Ganong, 1992; Guyton, 1992; Halliwell y
Gutteridge, 1999).

El consumo de oxigeno por el encéfalo humano, es de 3.5 mol O,/100 g de
tejido cerebral/min, lo cual representa aproximadamente 20% del consumo total de
oxigeno bajo condiciones de reposo; para mantener este ritmo, necesita un flujo
sanguineo que en promedio es de 45-55 ml/100 g de tejido/min (Ganong, 1992). Una
neurona utiliza una considerable cantidad de este oxigeno para la sintesis de ATP
que es necesario para mantener el gradiente ionico (Na*, Ca?*, K*) (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Debido a la gran actividad neuronal, el cerebro depende del
suministro constante de oxigeno por la sangre (Guyton, 1992). Las neuronas también
requieren energia para la apertura de canales i6nicos de las terminales nerviosas
para permitir la entrada de Ca?’, llevando asi a la liberacién de neurotransmisores
por exocitosis en la sinapsis. Existen grupos de neuronas asociadas especificamente
a uno o varios neurotransmisores, entre los cuales se incluyen: dopamina,
acetilcolina, serotonina, noradrenalina, glicina y glutamato, los cuales se unen a

receptores presentes en las neuronas blanco (Halliwell y Gutteridge, 1999).

1.2.2. Circulacién sanguinea cerebral

En el humano, el flujo arterial hacia el encéfalo llega por cuatro arterias: dos
carodtidas internas y dos vertebrales. Estas ultimas se unen para formar la arteria
basilar y el circulo de Willis que esta formado por las carétidas y la arteria basilar, es
el origen de los seis grandes vasos que riegan la corteza cerebral. En el humano sélo
una pequefa fraccion del flujo arterial total es llevada por las arterias vertebrales
(Ganong, 1992).

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 3
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La circulacién sanguinea normal para la totalidad del cerebro de un humano
adulto es de aproximadamente 750 ml/min, lo cual corresponde al 15% del total del
gasto cardiaco en reposo (Ganong, 1992; Guyton, 1992).

El flujo sanguineo cerebral esta estrechamente acoplado al metabolismo
cerebral (Ganong, 1992; Guyton, 1992). Algunos factores metabdlicos importantes
que controlan el flujo sanguineo cerebral son las concentraciones de CO,, H" y O,
(Guyton, 1992).

El flujo sanguineo cerebral esta regulado entre los limites de la presién arterial
de 60 y 140 mm/Hg (Ganong, 1992; Guyton, 1992). En individuos hipertensos, este
margen de autorregulacion se desplaza hacia presiones mas elevadas, del orden de
180-200 mm/Hg, (Guyton, 1992). Esta patologia ha sido reconocida como uno de los
mas importantes factores de riesgo de infarto cerebral (Bordet et al., 2000).

1.3. La mitocondria

Las mitocondrias son organulos intracelulares presentes en los organismos
eucariontes. Se consideran las centrales energéticas de la célula ya que por medio
de reacciones acopladas de oxidacién y reduccion, captan la energia contenida en
las moléculas combustibles y producen otras formas de energia quimica (Lehninger,
1964). Estos organulos varian en tamano, forma, niumero y localizacién dependiendo
del tipo de célula o funcion del tejido. Las dimensiones de la mitocondria son de
aproximadamente 0.5 um de diametro y 1.0 um de longitud. La mayoria de las
células de plantas y animales contienen varios cientos a miles de mitocondrias
(Lehninger et al., 2000; Voet et al., 2002).

1.3.1. Estructura y distribucion de las enzimas de la mitocondria

La estructura tipica de la mitocondria consiste de dos membranas, una
externa, que es lisa, y otra interna, que presenta numerosas invaginaciones
conocidas como crestas, con lo que se forman dos compartimientos, uno externo que

corresponde a un espacio limitado por las dos membranas, denominado espacio
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intermembranal, y otro espacio interno, limitado solamente por la membrana interna

llamado matriz mitocondrial (Fig. 2) (Medina, 1995).

La membrana mitocondrial externa esta compuesta por alrededor del 30-40%
de lipidos y del 60-70% de proteinas y ahi se encuentran las enzimas de la oxidacion
de los aminoacidos, de la biosintesis de los acidos grasos y de los fosfolipidos de
membrana, entre otras (Mathews y Van Holde, 1996; Devlin, 2002). Su principal
componente incluye a una proteina de 283 aminoacidos denominada canal anidnico
dependiente de voltaje (VDAC por las siglas en inglés de voltage-dependent anionic
channel) o porina, cuya funcion es formar un canal acuoso para el movimiento de
metabolitos de naturaleza aniénica (fosfato, ADP, ATP, piruvato) hacia adentro y
afuera de la mitocondria. El VDAC se une de manera reversible a cinasas como la
glicerol cinasa y la hexocinasa (Blachly et al., 2002; Le Mellay et al., 2002). Otro
componente proteico importante de la membrana externa lo constituye la translocasa
de la membrana externa (TOM por las siglas en inglés de translocase of outer
membrane), cuya funcién es el reconocimiento y la translocacion de proteinas

importadas por la mitocondria desde el citosol (Meisinger et al., 2001).

La membrana interna esta formada por aproximadamente 80% de proteinas y
es rica en acidos grasos insaturados (Devlin, 2002). Es impermeable a la mayoria de
los iones y moléculas, a excepcion del O, CO, y H;O. Esto permite el
establecimiento del potencial transmembranal (AY) y evita pérdidas en el mismo
debidas a la tendencia termodinamica de los iones a igualar las cargas eléctricas y
su concentracion en ambos lados de la membrana. Esta membrana aloja a las
proteinas de la cadena respiratoria y proteinas transportadoras (Gonzalez-Halphen y
Vazquez-Acevedo, 2002).

En la matriz mitocondrial se encuentran las enzimas solubles del metabolismo,
como son las del ciclo de Krebs y la oxidacion de los acidos grasos. Ademas, se

encuentran sustratos, iones inorganicos y cofactores, asi como el ADN, ARN
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mitocondrial y ribosomas que generan varias proteinas mitocondriales (Voet et al.,
2002).

a) Mitocondria

Figura 2. Estructura de la mitocondria. a) Modelo tipico de la mitocondria b)
Seccion de micrografia electronica de transmision correspondiente a una célula
mamaria diferenciada (HC11 IM), evidenciando variadas mitocondrias (flechas).
23.000 X. (Rawn, 1989; Cornejo, 2007)
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1.3.2. Cadena respiratoria

La cadena respiratoria es un ensamble de mas de 20 captadores de
electrones capaces de experimentar cambios reversibles en su estado redox. Se
encuentran principalmente asociados, ya sea de manera covalente o no covalente, a
estructuras proteicas oligoméricas que forman grandes complejos enzimaticos
embebidos de manera parcial en la membrana interna de la mitocondria. Tres de
esos complejos (I, 1l y IV) funcionan como bombas redox que acoplan el transporte
de electrones a la translocacién vectorial de protones, a través de la membrana
interna (Alvarez et al., 1994; Nicholls y Ferguson, 2002). Algunos de esos
acarreadores de electrones (ubiquinona y citocromo c) tienen una estructura mas
sencilla y sirven para conectar eléctricamente a los complejos respiratorios. La
estructura de la membrana interna mitocondrial permite fijar los componentes de la
cadena respiratoria en un ordenamiento secuencial que facilita la transferencia de
electrones entre ellos, lo que determina una alta velocidad y eficiencia del sistema
(Alvarez et al., 1994). Durante las reacciones enzimaticas involucradas en la
glucdlisis, en la oxidacién de acidos grasos y en el ciclo de Krebs, los equivalentes
reductores [nicotinamida adenindinucleétido reducido (NADH) y dinucleétido de
flavina y adenina reducido (FADH;)], generados por la oxidacion de moléculas en
dichas vias metabdlicas, inician la fosforilacién oxidativa. La cadena respiratoria
transfiere los electrones del NADH o FADH,, generados por la oxidacién de
nutrientes, hasta el O,. La energia liberada por las reacciones redox que se llevan a
cabo en los complejos es almacenada en forma de un gradiente electroquimico de
protones que es responsable de la generacion del AY, el cual es usado por la ATP
sintasa para la formacion de ATP a partir de ADP y Pi (Fig. 3) (Lehninger et al.,

2000). El AY es necesario también para el transporte ionico y de proteinas.
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Figura 3. Componentes de la membrana interna mitocondrial involucradas en
la fosforilacion oxidativa. NADH-deshidrogenasa (complejo 1), succinato
deshidrogenasa (complejo 1), ubiquinol-citocromo ¢ oxidoreductasa (complejo lll),
citocromo oxidasa (complejo 1V) y ATP sintasa. Tomado y modificado de Lehninger
et al. (2000).

La cadena transportadora de electrones consta de los siguientes
componentes:

I. NADH-Ubiquinona oxidorreductasa (complejo I). Este complejo acopla la
transferencia de los electrones del NADH hacia la ubiquinona con el bombeo de
cuatro protones hacia el espacio intermembranal. EI complejo | consta de 46,
subunidades de las cuales 39 estan codificadas en el DNA nuclear y siete por el DNA
mitocondrial (Antonicka et al., 2003). La estructura tridimensional a 22 A del complejo
| de mitocondrias de corazén de bovino, muestra que este complejo tiene una forma
de L que consta de un dominio membranal intrinseco y otro dominio globular
orientado hacia la matriz y unido a la membrana por un delgado tallo. EI dominio

globular contiene el sitio de union del NADH, mientras que el dominio membranal
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contiene el sitio de union de la ubiquinona y la region del tallo constituye, en parte, la
via de transferencia de los electrones entre dichos dominios (Grigorieff, 1998).

En el dominio membranal residen de dos a tres moléculas de ubiquinona que
aceptan a los electrones del NADH. El dominio globular tiene 1 molécula de
mononucledtido de flavina (FMN) y se han observado hasta nueve centros hierro-
azufre que participan en la transferencia de los electrones desde el NADH hacia el

dominio membranal (Grigorieff, 1998).

El complejo | se inhibe con rotenona, piericidina A, amital, y otros compuestos
naturales y sintéticos que tienen como caracteristica comun una estructura con una
cabeza ciclica, que corresponde al anillo de la ubiquinona, y una cola hidrofébica,

que corresponde a las unidades de isopreno (Pardo et al., 2001a).

Il. Succinato-Ubiquinona Oxidorreductasa (complejo Il). El complejo Il es
una enzima que participa en la cadena respiratoria y en el ciclo de Krebs. Pertenece
a una familia de enzimas de membrana que cataliza la oxidacién del succinato a
fumarato, acoplada a la reduccion de la ubiquinona en la membrana. La reaccion de
oxidorreduccidon no esta acoplada con la translocacion de protones a través de la
membrana. Esta enzima contiene un dominio periférico, expuesto a la matriz
mitocondrial, formado por dos subunidades en donde se localiza como grupo
prostético una molécula de dinucleétido de flavina y adenina (FAD) y varios centros
hierro-azufre, los cuales participan en la transferencia de los electrones. En el
dominio membranal se encuentran los sitios de union para la ubiquinona, ademas de

presentar uno o dos grupos hemo.

El malonato y el oxaloacetato son potentes inhibidores que compiten con el
sustrato dicarboxilico por la unién al sitio activo de este complejo (Pardo et al.,
2001b).
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lll. Ubiquinol-Citocromo ¢ Oxidorreductasa (complejo lll). El complejo Ill o
complejo bcy, es un complejo proteico oligomérico de membrana que transfiere dos
electrones desde un quinol de relativamente bajo potencial redox a un citocromo c y
bombea cuatro protones al lado electropositivo de la membrana por cada par de
electrones transferidos a dos moléculas de citocromo ¢ (Trumpower, 1990). Para la
funcién catalitica del complejo Ill, uUnicamente son necesarias tres de sus
subunidades, las cuales contienen los grupos prostéticos de la enzima: el citocromo

b, la proteina Fe-S de Rieske y el citocromo ¢ (Kessl et al., 2003).

IV. Citocromo ¢ Oxidasa (complejo IV). Es el ultimo de los complejos que
participan en la cadena transportadora de electrones y cataliza la transferencia de
cuatro electrones provenientes de cuatro moléculas de citocromo ¢ reducido hacia
una molécula de oxigeno, produciendo dos moléculas de agua y consumiendo cuatro
protones. La energia libre disponible de esta reaccion esta acoplada a la
translocacion de cuatro protones adicionales (Michel, 1998). Este complejo esta
formado por 13 subunidades, en donde la unidad catalitica minima de esta enzima
esta formada por las subunidades | y Il, las cuales contienen los centros redox que
participan en la oxidacion del citocromo ¢ y en la reduccién del oxigeno. La
subunidad | esta formada por tres centros redox: un hemo a de bajo espin, otro hemo
a de alto espin y un centro cobre Cug. Estos dos ultimos forman el centro binuclear
as-Cug. Por otro lado, la subunidad Il contiene dos atomos de cobre Cua, unidos a
través de dos residuos de cisteina, que se encarga de recibir los electrones del
citocromo ¢ desde afuera de la membrana vy, a través del hemo a, son dirigidos hacia
el sitio activo binuclear de unién al O, hemo a3-Cug (Nyquist et al., 2003). Esta
enzima también presenta un ién Mg2+ y un ion Zn%*, en donde el primero participa en
la estabilizacién del arreglo de los centros redox, mientras que la funcién del Zn** es
estructural mas que catalitica, por lo que se localiza lejos de los centros redox (Pardo
et al., 2001d).

V. ATP sintasa. También conocida como FiFy, ATPasa, es una proteina

transmembranal. Esta enzima funciona en forma reversible: puede sintetizar ATP
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usando la fuerza protomotriz generada por el AY a través de la membrana y puede
hidrolizar ATP para bombear protones contra un gradiente electroquimico. La ATP
sintasa esta compuesta de dos unidades funcionales, la Fy y la F4. La Fy es un canal
transmembranal de protones que contiene al menos ocho diferentes tipos de
subunidades; la Fi es una proteina membranal periférica compuesta por cinco
subunidades (Saraste, 1999; Voet et al., 2002).

VI. Ubiquinona. La ubiquinona (2,3-dimetoxi-5-metil-6-multiprenil-1,4-
benzoquinona), o coenzima Q, es un compuesto soluble en lipidos, constituido por un
nucleo quinoide que sufre cambios redox y una cadena lateral hidrofobica que consta
de varias unidades isoprenoides monoinsaturadas. El ubiquinol es el producto de la
reduccion de dos electrones de la ubiquinona (Frei et al., 1990).

La principal funcion biolégica de la ubiquinona es el transporte de electrones
entre sistemas transmembranales, como los de la cadena transportadora de
electrones, donde funciona como acarreador de electrones desde los complejos | y
hacia el complejo Ill. Ademas de esta funcién, la ubiquinona en su estado reducido
ha sido reconocida como un potente antioxidante (Mellors y Tappel, 1966),
protegiendo a los fosfolipidos, a las proteinas de membrana y al ADN mitocondrial

del estrés oxidativo (Forsmark-Andreé y Ernster, 1994).

VII. Citocromo c. El citocromo ¢ es una pequena proteina globular hidrofilica
con un peso molecular de 13000 Da. Contiene un grupo hemo planar localizado en la
mitad de la proteina, rodeado por residuos hidréfobos y unido de manera covalente
por dos residuos conservados de cisteina. El Fe** en el anillo de porfirina esta
coordinado al nitrégeno de una histidina y a un atomo de azufre de una metionina,

previniendo de este modo la interaccion del hemo con el oxigeno (Guérin, 1989).

La funcion de esta proteina es mediar el transporte de electrones entre el
complejo Il y el complejo IV, sufriendo cambios redox en un electron durante el

proceso. El citocromo ¢ es aparentemente capaz de moverse a lo largo de la
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membrana para hacer colisiones efectivas entre estos dos complejos, gracias a que
se une débilmente a la cara externa de la membrana interna mitocondrial por fuerzas
electrostaticas (Beattie, 2002). Otra funcion importante que tiene el citocromo ¢ es su
participacion en el proceso de apoptosis, debido a que esta proteina puede
abandonar el espacio intermembranal e interactuar con componentes citosolicos
como el factor activador de la proteasa apoptotica (Apaf-1) para inducir la activacion
de la caspasa-9 y con ello la cascada de las caspasas; de esta manera se estimula

la cascada de degradacion apoptética (Petit, 2001; Cascales, 2003).

1.4. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO®) es un radical libre, de vida media corta, generado por
varios tejidos bioldgicos (Lopez-Figueroa et al., 2000; Orsi et al., 2000). Debido a su
bajo peso molecular (30 Da), a su naturaleza hidrofébica y a su baja reactividad, el
NO* difunde aproximadamente 140 uym de distancia a través de las membranas y
células, asi como de las paredes celulares de bacterias y hongos, en donde
desempefia diversas funciones fisioldgicas, como la neurotransmisién, la respuesta
inmune y la regulacion de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria,
ademas de funcionar como molécula antiinflamatoria, antitrombdtica y
antiproliferativa. La formacion de NO* en las células del endotelio vascular regula el
tono vascular, que es esencial para la regulacion del flujo y la presion sanguinea
(Michel et al., 1993; Alp et al., 2004).

1.5. Oxido nitrico sintasa

El NO* es sintetizado por una familia de enzimas denominadas éxido nitrico
sintasas (NOS). Estas enzimas requieren de oxigeno molecular y NADPH para
catalizar la oxidacion del nitrégeno guanidino de la L-arginina para producir NO® y L-
citrulina (Marletta, 1993; Li et al., 2006). La formacién del NO® procede en dos pasos
y consiste en la oxidacion de 5 electrones de la L-arginina, dos electrones son
provistos por el NADPH para producir N®-hidroxi-L-arginina, seguida de una
oxidacion de tres electrones del nitrégeno hidroxilado para formar NO® y citrulina en
forma equimolar (Fig. 4) (Marletta,1993; Li et al., 2006).
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En los mamiferos, existen tres isoformas de la NOS, codificadas por distintos
genes, con diferente regulacion, propiedades cataliticas y sensibilidad a inhibidores.
Dos de estas isoformas se expresan de manera constitutiva, las cuales son
denominadas 6xido nitrico sintasa neuronal (NOSn) y éxido nitrico sintasa endotelial
(NOSe) (también denominadas, NOS | y Ill, respectivamente). Una tercera isoforma
es la oxido nitrico sintasa inducible (NOSi) (denominada también NOS 11) la cual es
sintetizada en respuesta a estimulos inmunolégicos o inflamatorios. La expresion de
la NOSi puede ayudar a modular la respuesta inmune; sin embargo, su expresion
también esta implicada en numerosas enfermedades inflamatorias (Alderton et al.,
2001; Chen et al., 2002).

Todas las isoformas utilizan tetrahidrobiopterina (BH4), FAD, FMN vy
nicotinamida adenindinucleoétido fosfato reducido (NADPH) como cofactores y en el
caso de la NOSn y NOSe requieren de Ca*‘/calmodulina (CaM) para su maxima

actividad, siendo menos sensible a este complejo la NOSi (Brookes, 2004).

H
N + o) NH
HZNYNHZ HZN\’/N_OH Y 2
NH °<¥ NH NH
NOS Uos _
. ~ + e N—0
| NADPH ¥ NADPH ¥
H,0 H,O
+ - s - + -
NH, COO NH, COO NH, CO0O
L-Arginina NW-Hidroxi-L-Arginina L-citrulina Oxido nitrico

Figura 4. Reacciéon de la é6xido nitrico sintasa. La 6xido nitrico sintasa (NOS)
cataliza la oxidacion de cinco electrones del nitrdgeno guanidino de la L-arginina
para generar Oxido nitrico y L-citrulina, con la formacion del intermediario N*-
Hidroxi-L-arginina. Tomada y modificada de Titheradge (1998).

La NOS es activa como un homodimero; cada subunidad presenta un dominio

reductasa y un domino oxigenasa. El dominio oxigenasa N-terminal contiene los
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sitios de unién para el hemo y la BHs que unen y oxidan a la L-arginina. En el
dominio reductasa se encuentran los sitios de union para el FAD y el FMN, los cuales
catalizan la transferencia de electrones del NADPH al hemo. La presencia de CaM
aumenta la velocidad de transferencia de los electrones, desde el NADPH en el
dominio reductasa hasta el centro hemo en el dominio oxigenasa (Gorren et al.,
2002; Wei et al., 2002).

1.5.1. Inhibidores de las 6xido nitrico sintasas

Existen varios inhibidores de la NOS, tales como el N*~monometil-L-arginina-
(L-NMMA), el N®—nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), el N5-1-iminoetil-L-ornitina
(L-NIO), entre otros, que actuan como inhibidores competitivos ya que contienen un
grupo guanidino en su estructura, con el cual se pueden unir de manera no-covalente
al sitio de union de la L-arginina (Griffith y Stuehr, 1995; Babu et al., 1999). Los
inhibidores no competitivos se unen a un grupo funcional de la enzima, situado fuera
del centro activo, que es esencial para mantener la conformacion tridimensional
cataliticamente activa de la enzima, de modo que sus efectos no se anulan al
aumentar la concentracion del sustrato. Un ejemplo de este tipo de inhibicion es el
dado por el 7-Nitroindazol, el cual se une al grupo hemo de la NOS (Wolf et al.,
1994).

1.5.2. Oxido nitrico mitocondrial

ElI NO* se ha convertido en un importante tema de estudio debido a la variedad
de funciones bioldgicas que se le han encontrado en el humano. Una serie de
estudios acerca de los posibles blancos del NO* dentro de la célula llevaron al
descubrimiento de que la mitocondria es uno de los mas importantes blancos para el
NO® debido su alta reactividad con los grupos hemo y sulfhidrilo contenidos en
cantidades importantes en las proteinas de la cadena de transporte de electrones (p.
ej.: los complejos Il y IV). Ademas, el NO® reacciona con el O," , el cual se genera
principalmente en la mitocondria, para formar la especie oxidante peroxinitrito, la cual

puede ser altamente dafiina para la célula (Ghafourifar y Saavedra Molina, 2006).
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Lo anterior dio lugar a intensas investigaciones acerca del papel funcional del
NO® en la mitocondria, encontrandose que el NO® regulaba el consumo de oxigeno
mitocondrial en las células de diferentes 6rganos de rata (Ghafourifar y Saavedra
Molina, 2006). Este hallazgo sugirié la existencia de una NOS mitocondrial, por lo
que se realizaron diferentes estudios para determinar la presencia de esta enzima en

la mitocondria.

Los primeros estudios en relacion a la existencia de esta enzima fueron
realizados por Bates y col. (1996), quienes demostraron, mediante técnicas de
inmunocitoquimica y de microscopia electrénica, la presencia de la isoforma
endotelial de la NOS localizada en la membrana mitocondrial interna en mitocondrias
de higado y cerebro de rata. Por otro lado, otro grupo de investigacion demostré en
mitocondrias de higado de rata la presencia de una nueva isoforma de la NOS
asociada a la membrana interna la cual fue designada como éxido nitrico sintasa
mitocondrial (NOSmt), (Tatoyan y Giulivi, 1997; Ghafourifar y Richter, 1997) y a la
que se le encontré un efecto inhibitorio sobre la respiracion mitocondrial y el potencial
de membrana (Ghafourifar y Richter, 1997, (Brown, 2001)). A este respecto, Giulivi
(1998) determind que el efecto inhibitorio que ejerce el NO® sobre la respiracién
mitocondrial y la sintesis de ATP, se lleva a cabo a nivel del complejo IV, debido a
que la actividad de este complejo se inhibe en presencia de L-arginina, sustrato de la
NOS:; dicha inhibicion fue eliminada con la adicidon de un inhibidor de la NOS, el L-
NMMA, lo cual indicaba una interaccion del NO* con el complejo 1V, la cual se lleva
cabo de manera reversible mediante la competencia con el O, por el sitio binuclear

Cug/citocromo a3 del complejo IV (Fig. 5) (Antunes et al., 2007).

Respecto al origen de la NOSmt, Kanai y col. (2001), trabajando con ratones
knockout en las diferentes isoformas de la NOS, encontraron una posible relacién
entre la NOSmt y la NOSn, ya que la produccién de NO® estimulada con Ca®* no se
observo en las mitocondrias provenientes de ratones knockout en la NOSn. De igual
forma, Elfering y col. (2002) utilizando diversos métodos [espectrometria de masas,

analisis por MALDI-TOF, determinacion de peso molecular, determinaciéon del punto
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isoeléctrico (pl) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)], determinaron que
en mitocondrias de higado de rata la NOSmt tenia similitud con la NOSn y que esta
enzima sufria dos modificaciones postraduccionales: una acilacion con acido
miristico y una fosforilacion en el carbonilo terminal, lo que permite a la NOSmt

anclarse a la membrana interna mitocondrial (Fig.6).

Por otra parte, la determinacion de la caracteristicas cinéticas de la NOSmt
mostraron que esta enzima al igual que las otras isoformas, requiere de los
cofactores BH,, FAD, FMN, NADPH y Ca®* para su maxima actividad, siendo el Ca?*
uno de los cofactores mas importantes para su actividad (Riob6 et al., 2002).

AW MATRIZ

-

NADH + H* 2  NAD* .No* L-Arg

MEMBRANA MITOCONDRIAL
INTERNA

ESPACIO INTERMEMBRANAL

Figura 5. Regulaciéon del consumo de oxigeno por el NO°. El NO’ sintetizado por la 6xido nitrico
sintasa mitocondrial (NOSmt) inhibe el complejo IV de la cadena respiratoria, regulando asi el
consumo de oxigeno, el AY, el ApH vy la sintesis de ATP. Tomada y modificada de Ghafourifar
(2002).
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Figura 6. Deteccion de la 6xido nitrico sintasa mitocondrial (NOSmt) en
cerebro. La deteccion especifica de la NOSmt fue realizada mediante microscopia
inmunoelectrénica. La utilizacion de anticuerpos anti-NOSn reveld la presencia de
una NOS ubicada en la membrana interna mitocondrial. Tomada y modificada de
Riobo et al. (2002).

1.6. Calcio

El calcio (Ca**) es un catién divalente muy importante para los seres vivos. La
mayor parte del Ca?* esta inmovilizado en los huesos y dientes como hidroxiapatita
[Ca1o(PO4)s(OH),]. Una cantidad relativamente pequefia se encuentra en los fluidos
intracelulares y extracelulares (Denton y McCormack, 1990).

La concentracion de Ca®' libre en el citosol, [Ca®'],, es controlada por la
captacion y liberacion de este cation a través de tres compartimientos: la membrana
plasmatica, la membrana mitocondrial interna y el reticulo endoplasmico. Cada
membrana posee varios canales, uniportadores, antiportadores y ATPasas, los
cuales regulan y modulan la concentracion intracelular de Ca?* (Nicholls, 1986; Saris
y Carafoli, 2005).

El calcio extracelular total se encuentra en concentraciones de 4 a 5 mM, pero
la mayor parte esta unido a proteinas o acidos organicos, quedando libre en una

concentracion de entre 1.5 a 2.0 mM. El calcio citosdlico total se encuentra entre 1y
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2 mM, mientras que el calcio citosdlico libre alcanza una concentracion de entre 0.1 y
1 uM, mientras que el calcio libre intramitocondrial se encuentra entre 0.05 y 0.3 pM
(Lehninger, 2002).

En muchas de las células que responden a sefales extracelulares, el Ca®*
desempenfia un papel de segundo mensajero al estimular respuestas intracelulares;
es decir, activando las células para llevar a cabo sus funciones; tales como, la
transmision de estimulos nerviosos, la contraccion muscular, el movimiento celular, la
produccion y liberacion de hormonas, la respuesta a agentes extrafos, la produccion
de jugo pancreatico y gastrico, y como activador de enzimas (McCormack y Denton,
1993; Brini, 2003; Bianchi, 2004).

El estimulo, ya sea neuronal, hormonal o de otro tipo, causa un aumento en la
concentracion de Ca®* citosdlico, por lo que la concentracion de este catién necesita
regresar a su estado basal a través de canales especificos presentes en la célula
(Lehninger, 2002).

1.6.1. Calcio intramitocondrial

La mitocondria posee un sistema especifico para la regulacion de la
concentracion del Ca?* citosodlico, formado por un uniportador por el cual el Ca®*
entra a la mitocondria y funciona aprovechando la energia generada durante la
fosforilacion oxidativa en la membrana interna mitocondrial. La salida del Ca** es
controlada por un antiportador Ca®*/ Na* presente en mitocondrias de corazdn,
cerebro y musculo esquelético, y por el antiportador Ca*/H* presente en higado,

riidn, musculo liso y pulmon (Fig. 7) (Bringold et al., 2000; Nicholls, 2004).

La funcién principal de este sistema de transporte es transmitir, hacia la
mitocondria, cambios en las concentraciones de Ca?* citosdlico, lo cual estimula
procesos que requieren energia en el citosol hacia la matriz mitocondrial donde el
Ca?* estimula varios pasos claves en la produccion de energia (McCormack y Delton,

1993). El principal mecanismo es la entrada de Ca?* a la mitocondria via el
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uniportador seguida por la activacion de tres deshidrogenasas en la matriz
mitocondrial: la piruvato deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y la a-
cetoglutarato deshidrogenasa (Gunter et al., 2004; Satrustegui et al., 2007). De igual
manera, la NOSmt puede ser activada por este catién y asi el NO* sintetizado por
esta enzima puede regular el transporte de electrones (Dedkova et al., 2004,
Ghafourifar y Cadenas, 2005).

El uniportador de Ca®* puede ser inhibido fisioldgicamente por Mg y
artificialmente por rojo de rutenio. Por otra parte, es activado por poliaminas como la
espermina. El antiportador Na*/Ca?* es inhibido por Mg?*, Ca?*, tetrafenil fosfonio,
trifluoroperazina, diltiazem, verapamil, clonazepam y amilorida, mientras que el
antiportador H*/Ca®* es inhibido por tetrafenil fosfonio y cianuro (McCormack y
Delton, 1993; Gunter et al., 2004).

El Ca®* es un efector positivo de la funcién mitocondrial, por lo que una
desregulacion en la homeostasis de Ca?* mitocondrial y citosdlico puede tener
implicaciones graves en la funcion celular, por ejemplo, a nivel de la sintesis de ATP

y asi jugar un papel importante en varias patologias (Brookes et al., 2004).

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 19



INFLUENCIA DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA MITOCONDRIAL
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION

Ef.(:a INTERCAMBIADOR
.I'C 7\ @ DE Na ICa
.|.a i
¢S ®
' INTERCAMBIADOR
DE HYIica "

T+

Figura 7. Mecanismos del transporte de calcio a través de la mitocondria. La
entrada de calcio (Ca2+) esta dada por un uniportador., mientras que la salida de
Ca?* esta dada por el antiportador (intercambiador) H*/Ca?®* y Na*/Ca®* dependiendo
del tejido del cual provienen las mitocondrias. Tomada y modificada de Campanella
et al (2004).

1.7. Hipertensién

La presion arterial se define como la fuerza ejercida por la sangre contra
cualquier area de la pared arterial. La presion arterial es controlada por el gasto
cardiaco y la resistencia periférica; sin embargo, ninguno de ellos la controla de
manera absoluta porque a su vez éstos dependen de otros factores fisiolégicos que
influyen en la presién arterial (Ganong, 1993; West, 1993; Secretaria de Salud,
2001), siendo el endotelio vascular el principal regulador del tono vascular a través
de la liberacion de sustancias vasoactivas que controlan la relajacion y la contraccion

del musculo liso vascular (Taddei et al., 1998; Pereira, 2000).

Los trastornos en la regulacion del tono vascular conducen a la disfuncion

endotelial debido al estrés causado por el flujo sanguineo que se asocia con
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enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, la hipertension, la
insuficiencia cardiaca y la diabetes mellitus, entre otras (Dohi et al., 1996; Halliwell y
Gutteridge, 1999; Pereira, 2000).

En la hipertension, la presion diastolica se encuentra por arriba de 90 mm/Hg,
mientras que la presion sistdlica es mayor de 140 mm/Hg (Guyton, 1991; West,
1993). En el 90% de los casos no se conocen las causas de la presion arterial alta
(hipertension primaria), aunque en una pequefia proporcion pueden identificarse
formas secundarias de hipertension causadas por una serie de enfermedades como
tumores suprarrenales, enfermedad renal u otras causas especificas (Ganong, 1993;
West, 1993).

La prevalencia de la hipertension aumenta con la edad, aparece desde la
juventud hasta llegar a afectar a mas de la mitad de la poblacién después de los 55
afios de edad. Esta situacion es reflejo de la accion de los factores de caracter

ambiental, que actuan de manera sinérgica a lo largo de la vida.

La hipertensiéon es uno de los problemas de salud con mayor impacto
econdmico y social en el mundo, debido a la relacion que existe entre este
padecimiento y las muertes por complicaciones vasculares en 6rganos blanco
(corazon, cerebro, rifidn y vasos sanguineos), ya que esta patologia incrementa el
trabajo a que es sometido el corazon, aumenta el riesgo de accidente vascular
cerebral, ataque cardiaco y enfermedad renal, entre otras (Secretaria de Salud,
2001).

La patogénesis de la hipertension puede involucrar varios factores, como la
predisposicién genética y la exposicion a toxinas. Un mecanismo que contribuye a la
hipertensién es el aumento en la generacion de O," en la pared de los vasos
(Halliwell y Gutteridge, 1999; Touyz, 2004), lo que puede ser reflejo de un
desbalance en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y defensas

antioxidantes (estrés oxidativo), asi como a la disminucion en la biodisponibilidad de

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 21



INFLUENCIA DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA MITOCONDRIAL
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION

moléculas vasodilatadores, como es el caso del NO*, llevando asi al dafio vascular.
El estrés oxidativo puede promover lipoperoxidacion, dafio al DNA y modificacidon de
proteinas, lo cual a su vez puede causar dafio celular y tisular (Vaziri et al., 2000,
Touyz, 2004).

La hipertension es un factor de riesgo para enfermedades cerebro-vasculares,
debido a que dafa particularmente a un dérgano vulnerable o propenso al dafo
oxidativo como el cerebro. Aunque todos los érganos pueden sufrir dafio oxidativo, el
cerebro es el érgano mas susceptible a éste dafio por varias razones: la relativa
deficiencia de defensas antioxidantes en comparacién con otros 6rganos, la alta
velocidad de consumo de O, en este 6rgano, el elevado contenido de acidos grasos
altamente poliinsaturados que contienen los lipidos de membrana neuronal (lo cual
los hace particularmente susceptible a la peroxidacion), el intenso movimiento de
Ca®* a través de las membranas neuronales, la presencia de aminoacidos
excitotoxicos y algunos neurotransmisores que son moléculas autooxidables y
pueden generar O," (Ohtsuki et al., 1995; Halliwell y Gutteridge, 1999).

2. ANTECEDENTES

2.1 Calcio, 6xido nitrico y funciéon mitocondrial durante la hipertensiéon

Una cantidad creciente de evidencias experimentales indican que la
sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) juega un papel importante
en el desarrollo de la hipertension (Ohtsuki et al., 1995; Taddei et al., 1998; Halliwell
y Gutteridge, 1999; Lopez-Campistrous et al., 2008), dando lugar a dafo importante
en organos como el corazén, el rifidn y el cerebro, siendo este ultimo érgano un
punto critico en el control de la presion arterial. La disfuncién mitocondrial ha sido
fuertemente asociada con el desarrollo de la hipertensién como fuente principal de
produccion de ERO en la cadena de transporte de electrones. Por ejemplo,
experimentos recientes revelaron un defecto en el ensamble de los complejos |, III, IV
y V de mitocondrias de tallo cerebral (el cual constituye la region principal donde se

regula la presién sanguinea sistémica y cardiovascular) de ratas hipertensas. Lo
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anterior se relacioné con disfuncion en la actividad del complejo I, lo cual a su vez
provocd un aumento en la produccion de ERO y una disminucién en la sintesis de
ATP (Lopez-Campistrous et al., 2008). Asimismo, se ha encontrado que la
produccion de ERO en la cadena respiratoria de mitocondrias de cerebro durante la
hipertension puede daiar progresivamente el metabolismo energético resultando en

una muerte celular progresiva (Ohtsuki et al., 1995).

Las alteraciones en el metabolismo energético mitocondrial durante la
hipertensién puede como consecuencia, afectar la entrada de Ca?* hacia la matriz
mitocondrial debido a que el transporte de este cation es dependiente del AW.
Experimentos realizados en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) han
mostrado varias anormalidades en el metabolismo de Ca®*, como disminucion en los
niveles de Ca®* en el suero, hipercalciuria, alteraciones en el transporte de Ca®
intestinal, incrementos en la concentracion de Ca?* citosolico en plaquetas y linfocitos
tanto de humanos como de ratas hipertensas (Arab et al., 1990). También una
disminucién en la concentraciéon de Ca?* en corazén y rifién de ratas SHR (Aguilera-
Aguirre et al., 2002). Estas alteraciones en la concentracion de Ca** pueden afectar
las actividades de diversas enzimas que dependen del Ca®" para su actividad, como
es el caso de la NOSmt. La actividad de esta enzima se encuentra disminuida en
mitocondrias de ratas SHR de diversos o6rganos (Aguilera-Aguirre et al., 2002;
Calderon-Cortés et al., 2006). Por lo tanto, la disfuncion mitocondrial reportada en
cerebro de ratas hipertensas podria ser responsable por la alteracion en el transporte
mitocondrial de Ca* y por ende, afectar la produccion de NO® por la NOSmt,

afectando de este modo la modulacién del metabolismo energético por ese radical.

Para comprobar el postulado anterior, en el presente estudio se decidid
evaluar el efecto del Ca?* intramitocondrial sobre la actividad de la NOSmt, asi como

la funcion mitocondrial en ratas hipertensas.
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3. HIPOTESIS
En cerebro, la hipertension estda asociada a una disminuciéon en la
concentracion de calcio intramitocondrial y la produccion de éxido nitrico dependiente

de calcio debido a la disfuncién mitocondrial.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Demostrar que durante la hipertension se afecta la actividad de la 6xido nitrico
sintasa mitocondrial de cerebro por una disminucion en la concentracion de calcio

debido a la disfuncion mitocondrial.

4.2. Objetivos especificos

1. Conocer si la concentracion de calcio intramitocondrial en cerebro de rata se
afecta durante la hipertension.

2. Establecer si el transporte de calcio se encuentra alterado en cerebro de ratas
durante la hipertension.

3. Conocer si el calcio altera el potencial de membrana en mitocondrias de
cerebro de ratas durante la hipertension.

4. Establecer si el calcio afecta la respiracion mitocondrial en cerebro de ratas
durante la hipertension.

5. Conocer la influencia del calcio sobre la sintesis de Oxido nitrico en

mitocondrias de cerebro de ratas durante la hipertension.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE CEREBRO DE RATA

!

GRADO DE PUREZA MITOCONDRIAL

!

DETERMINACION
CALCIO LIBRE INTRAMITOCONDRIAL / \ CONCENTRACION DE OXIDO NIiTRICO
CAPTACION DE CALCIO ACTIVIDAD DEL COMPLEJO IV

POTENCIAL DE MEMBRANA
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5.1. Material biolégico

Se emplearon ratas macho hipertensas (SHR) y normotensas Wistar-Kyoto
(WKY) de 1 y 7 meses de edad, obtenidas de la Unidad de Biomedicina de la
Facultad de Estudios Superiores, Campus Iztacala de la Universidad Nacional
Autonoma de México, México. Fueron mantenidas bajo condiciones de bioterio con
agua y alimentacién ad libitum en el Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas
de la Universidad Michoacana. Se utilizdé la norma reglamentaria para el uso de
animales expedida por la Secretaria de Agricultura en el parrafo de la Regulacion
Federal para el Uso y Cuidado de Animales (NOM-062-ZO0-1999). Esta
investigacion fue aprobada, ademas, por el Comité Institucional para el Uso de
Animales de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Los registros de la presion arterial de los fueron determinados mediante
pletismografia mediante un anillo metalico, que se coloco en la cola de las ratas, el
cual contenia un transductor de presion conectada a un poligrafo para registrar
graficamente la presion arterial. En cada caso, se realizaron tres mediciones de

presion y se promediaron.

5.2. Aislamiento de mitocondrias de cerebro de rata

Las mitocondrias de cerebro de rata fueron aisladas por centrifugacion
diferencial y purificadas mediante un gradiente de Percoll (Thakar y Hassan, 1988;
Sims, 1990). Las ratas se sacrificaron por decapitacién, se extrajo el cerebro
descartando el cerebelo y el bulbo raquideo; se colocd en un medio que contenia
manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, acido etilén glicol-bis(beta-aminoetil éter N, N, N’,
N’-tetraacético) 1 mM (EGTA), albumina sérica bovina 0.5% vy acido 3-[N-
morfolino]propanoo sulfénico 10 mM (MOPS) (pH 7.4 y 4°C). El rompimiento de las
células se llevd a cabo mediante la trituracidon y homogenizacién del cerebro en un
vaso de Potter con un vastago de teflén. EI homogenizado se centrifugé a 400 x g
(centrifuga Beckman J2-MC) durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se centrifugd a
9000 x g por 10 min. Se desecho el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en
Percoll al 15% y colocado sobre un gradiente discontinuo de Percoll (23% y 40%).

Este gradiente fue centrifugado a 30,700 x g por 15 min y se extrajo la fraccién 3
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correspondiente a las mitocondrias, la cual fue centrifugada a 16,700 x g durante 10
min, seguida por una centrifugacion de 6,900 x g por 10 min. Finalmente, la

concentracion de proteina se determiné por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

5.3. Determinacion del grado de pureza mitocondrial

Para determinar que las mitocondrias estuvieran libres de proteinas
contaminantes citosdlicas, se determind por inmunodeteccion la presencia de
proteinas mitocondriales y citosélicas. La proteina mitocondrial se separé mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE al 10%) de acuerdo al protocolo de Laemmli et al. (1970). Posteriormente las
proteinas fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF) de
acuerdo al protocolo descrito por Tobwin et al. (1979). Las membranas con las
proteinas transferidas se lavaron con TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-
20 0.05%, pH 7.6) y posteriormente, para bloquear los sitios de unién inespecificos
se incubaron con TBS-T-leche 5% por 1 h en agitacion constante. Después de lavar
con TBS-T, las membranas se incubaron en presencia del anticuerpo monoclonal
especifico para citocromo c¢ (7H8) (1:2000) (Santa Cruz) y calreticulina (1:2000)
(Santa Cruz) en TBS-T-leche por 1 h con agitacion constante. Las membranas se
lavaron 3 veces con TBS-T para remover el anticuerpo unido inespecificamente y
después se incubaron por 1 h con el anticuerpo secundario IgG acoplado a
peroxidasa (1:4000) en TBS-T-leche. La interaccion antigeno-anticuerpo se

determiné mediante quimioluminiscencia.

5.4. Determinacion de calcio libre intramitocondrial

La concentracién de Ca®** libre mitocondrial se determind en un
espectrofluorémetro RF 5000U de Shimadzu usando, como sonda fluorescente Fluo-
3/AM a una longitud de onda de 506 nm de excitacion y 526 nm de emision. Las
mitocondrias (0.125 mg/ml) fueron energizadas con succinato 10 mM e incubadas en
un buffer que contenia manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, albumina sérica bovina 0.5
%, MOPS 10 mM (pH 7.4) y 0.003% de acido pluorénico a 25 "C y agitacion

constante durante 20 min. Posteriormente, se elimind el exceso de la sonda
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fluorescente mediante 2 lavados en un medio de aislamiento sin EGTA durante 2 min
en una microcentrifuga. Se utiliz6 EGTA/Tris 600 uM, desoxicolato de sodio al 0.05%
(p/v) y la adicién de Ca®* (5 mM) para calibrar la sefial fluorescente (Saavedra-Molina
et al., 1990). Las concentraciones de Ca®" libre externo adicionadas se calcularon

mediante el programa de computadora WinMax 2.0 (Patton, 1999).

5.5. Captacion de calcio mitocondrial

La captacion de Ca?* se determind en un espectrofotdmetro de doble haz
Aminco DW-2000 uv/vis a 675-685 nm, ajustado en modo dual, usando como
indicador el Arsenazo lll. Las mitocondrias de cerebro fueron incubadas en un buffer
que contenia manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, albumina 0.5 %, KH,PO4 5 mM,
MgCl, 1 mM, MOPS 10 mM (pH 7.4) y energizadas con succinato 10 mM. La
captacion de Ca®* fue detectada después de diversas adiciones de 80 nmoles de
Ca?*. Una vez que el Ca** fue captado completamente, se adicioné EGTA 0.5 mM
(Bringold et al., 2000; Ghafourifar et al., 2002).

5.6. Determinacion del potencial transmembranal

El AY se determind mediante espectrofotometria, empleando el indicador
safranina, utilizando un espectrofotometro Aminco DW-2000 uv/vis. Se incubaron las
mitocondrias en el buffer. Se registré el incremento de la absorbencia en modo dual a
511-533 nm y se observé la completa energizacion de las mitocondrias después de
la adicién de succinato 10 mM. Se realizaron varias adiciones de 80 nmoles de Ca?*.
Al final de cada trazo de AY el desacoplante carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona
(CCCP) 1uM fue adicionado para colapsar el AY (Rottenberg y Marbach, 1989;
Bringold et al., 2000).

5.7. Determinacion del consumo de oxigeno

Para estudiar la regulacion del consumo de oxigeno mitocondrial a través de la
inhibicion competitiva de la citocromo ¢ oxidasa (complejo 1V) por la actividad de la
NOSmt, se evalud la actividad de este complejo midiendo el consumo de oxigeno

con un electrodo de oxigeno de tipo Clark. Las mitocondrias (0.3 mg/ml), fueron
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incubadas en una camara de 2 ml sellada a 30°C bajo condiciones de agitacion
constante, en un buffer de fosfatos saturado con aire (KH,PO4 50 mM, pH 7.6) en
presencia rotenona 2 uM (inhibidor del complejo 1), antimicina-A 2 ug/ml (inhibidor del
sitio quinol reductasa del complejo Ill), estigmatelina 1 ug/ml (inhibidor del sitio quinol
oxidasa del complejo Ill) y N,N,N,N-tetrametil-p-fenilenediamina (TMPD) 50 puM
(acarreador redox). La reaccién se inicié6 mediante la adicién de ascorbato de sodio 5
mM (pH 7.4). La inhibicion endégena del complejo IV por la activacién de la NOSmt
se determiné con la adicién de diferentes concentraciones de Ca?* (Dedkova et al.,
2004; Ghafourifar, 2002). Como control positivo de la inhibicion del complejo 1V, se
adicionaron diferentes concentraciones de cianuro de potasio (KCN) y el donador de
NO, el S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) (Sigel y Carafoli, 1979;
Madapallimattam et al., 2002; Cortés-Rojo et al., 2007).

5.8. Determinacion de la concentracion de 6xido nitrico

La sintesis de NO°® se determind mediante la cuantificacion de L-citrulina,
producto secundario de la reaccion catalizada por la NOSmt, en presencia de
diferentes concentraciones de Ca?* para estimular la sintesis del NO". La citrulina se
determind mediante el método descrito por Knipp y Vasak (2000). Las mitocondrias
fueron incubadas en un medio que contenia manitol 190 mM, MOPS 10 mM, KH,PO4
5 mM, KCI 15 mM, MgCl, 3 mM, EGTA 1 mM, a pH de 7.4. Se adicion6 succinato 10
mM vy rotenona 2 uM. Las mitocondrias se incubaron por 1 h a 30°C y 30 rpm, con la
adicion de diferentes concentraciones de Ca®*. Después de este periodo, la reaccién
se detuvo con la adicion de acido perclorico al 4%. Posteriormente, se centrifugd a
6,900 x g por 10 min. Se tomaron 300 ul del sobrenadante y se le adicionaron 3 ml
del reactivo cromogénico compuesto de: solucion férrica-acida (HsPO4 3 M de, H,SO4
6 M, NH4Fe(SO4)2 2 mM y solucion DAMO la cual contenia DAMO (2,3-butanodiona
monoxima) 80 mM y tiosemicarbazida 2 mM. Se mezcl6 vigorosamente y se calentd
en bano Maria por 10 min a 95°C. Se dej6 enfriar y se determind la absorbencia a
530 nm en un espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 10. Se corrié un blanco y una

curva estandar de citrulina.
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5.9. Analisis estadistico
Las diferencias estadisticas de los datos fueron determinadas con la prueba t
de Student con el programa de computadora Sigma Plot Version 9.0 (SPSS Inc) y se

considerd una significancia estadistica con una p<0.01 y p<0.05.
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6. RESULTADOS
Esta seccion corresponde al articulo publicado con los datos experimentales
generados durante la realizacién de la presente tesis doctoral, el cual fue aceptado

para su publicacion en la revista internacional, Mitochondrion 2008. 8(3): 262-272.
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Abstract

We studied whether mitochondrial funetions and Ca®* metabolism were altered in Wistar Kyoto normotensive (WKY) and sponta-
neous hyper¢ensive rats (SHR}. Ca™" uptake was decreased in SHR compared to WKY rats. Accumulation of C2** was more efficient in
WEY than in SHR rats. mAY was lower in SHR compared to WKY rats. Basal complex 1V activity was higher in SHR than WKY rats,
whereas basal L-citrulline production, an indicator of nitric oxide synthesis, was decreased in SHR and dependent on Ca®™ concentration
{p < 0.05). kmpact of Ca* was counteracted by EGTA. These data show an age-dependent decreased mitochondrial functions in brain

witochondria during hyperiension.

© 2008 Elsevier B.V. and Mitochondria Research Society. All rights reserved.

Keypwords: Brain mitochondria; Calejum uptake; Nitrie oxids; Cytachrame ¢ axidase; Hyperteosion; Aging

1. Introduction

Intracellular free calcium {[Ca’*}), plays an important
role in cellular signaling, Accordingly, [Ca®*}, is a sec-
ond-messenger, implicated in the action of growth factors,
hormones via transmitting signals to various kinases and
enzymes (McCormack and Denton, 1993; Brini, 2003).
Regulation of [Ca®") concentration is controlled by the
uptake and release via Ca** chanmels of plasma membrane,
endoplasmic  refiewlum, and  immer  mitochondrial
membrane (Nicholls, 1986), Intramitochondrial Ca®"
([Ca**],) concentrations are maintained by active trams-
port. It has been shown that rat liver and heart mitochon-
dria contain 1-2 nmol Ca®" per milligram of mitochondrial
protein (ciled in Ghafourifar and Saavedra-Molina, 2006).
Mitochondria contain tightly regulated transport systems

" Coresponding author, Tel: +52 443 326 SM0x117: fax: +52 443 326
5788,
E-muaail address: saxvedr@veus uich mx (A, Saaved - Molina).

to maintain mitochondrial Ca®" levels. The Ca®" uptake
fakes place via an electrophoretic uniporter that is driven
by the transmembrane potential (Nicholls, 2004, 2005).
Mitochondrial release of Ca*" ioms is achieved by reversal
of the influx carrier, and ly a Na* dependent (Ca®"/Na™)
or independent (Ca*T/H™) exchanger, The Ca?t/Na™ path-
way predeminates in mitochondria of heart, brain, skeletal
muscie, adrenal cortex, brown fat, and most tumor tissues.
The Ca**fH" syslem is tmportant in lver, kidney, lung,
and smooth muscle mitochondria (MceCormack and Den-
ton, 1993; Richter, 1997; Bringold et al., 2000).

The hypertension is an established risk factor for cere-
brovascular disease. A mechanism coatributing to main-
tain high blood pressure during acule hypertension is the
increased generation of superoxide (0,7 in the vessel wail,
which leads to vasenlar injury (Hougaku ct al., 1992; Oht-
suki et al., 1995, Halliwell and Gutteridge, 1999). The
chronic hypertension selectively causes cell damage and
injury in hypertemsive-vulnerable organs like brain, Brain
and mervous lissue are particularly prone to oxidative

1567-T24%% - see fronl matler © 2008 Ekevier BV, and Mitochondria Research Sodely, All rights rmerved,
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damage [or several reasons: the high Ca®' (raffic across
nenronal membranes, the presence of excitotoxic amine
acids; some neurolransmitters are autoxidizable molecules
and could generate O,~, the neuronal membrane lipids
contains a high contenl of polyunsaluraled [atly-acids,
which are targets of oxygen-derived free radicals, the brain
i relatively deficient in antioxidants defenses and the high
rate of O, consumption in the tissue {Ohtsuki et al., 1995;
Halliwell and Guitteridae, 1999). Brain mitochondria con-
sume about 90% of the oxypen used by cells, and the mito-
chondrial respiratory chain generates high concentrations
of reactive oxygen species (ROS) that attack cellular mac-
romolecules, oxidize membranous phosphelipids, proteins
and DNA (Ohtsuki et al., 1995).

Spontanecously hypertensive rate (SHR) cxhibit several
abnormalities regarding Ca®" metabolism. These ahnor.
malities include decrease in Ca** level in the serum, hyper-
calciuria, and alteration in intestinal Ca®" transport. An
increment in [Ca®*);, had been reported in platelets and
lymphocytes from hypertensive limans and in SHR (Arab
el al,, 1990), In mitochondria the basal matrix Ca** con-
centration is significantly lower in heart and kidney tissues
from SHR compared lo normoiensive control animals
{Apnilera-Aguirre ct al., 2002). Over production of ROS
in respiratory chain of brain mitochondria during hyper-
tension can impair progressively mitochondrnial energy
metabolism and may be implicated in the valnerability of
SHR 1o cerebral ischemia, resulling in a progressive neuro-
nal cell death {Ohtsuki et al., 1995},

Mitochondrial enzymes, such as pyruvale dehydroge-
nase, NAD(P)"-dependent isocitrate dehydrogenase, 2-
oxoglutarale dehydrogenase, and mitochondnal mitric
oxide synthase (mtNOS) can be activated by increase in
Ca®™ lgvel (ansford and Zorov, 1998; Ghalourifar and
Cadenas, 2005}, mtINOS catalyzes the oxidation of L-argi-
nine W nitoe oxide {NO7) and citrulling. NO is a free rad-
ical that binds to eytochrome ¢ oxidase (complex IV) of the
mitechondrial electron transport chain to inhibit respira-
tion by competitive action wilh oxygen in complex IV,
and therefore regulates the membrane potential (AY) and
ATP synthesis (Giulivi et al., 1998; Ghatouritar and Rich-
ter, 1999; Apuilera-Aguirre et al., 2002, Calderén-Cortés et
al., 2006). mtNOS and the enzymes menlioned above regu-
late ATP synthesis to support cellular enerpetic require-
ments {Bringold ct al., 2000; Traascth ct al., 2004).

The poal of this stzdy was to address the hypothesis that
during hypertension, (Ca>*Im and Ca’*-regulated NOS
activity are allered in brain mitochondria by the impair-
ment on AY¥ establishment, due to decreased mitochondrial
electron lranspori chain al the level of complex 1V.

In this study we utilized healthy young, pre-hypertensive
{(1-month) and adult (7-months) rats with established
hypertension (middle age, spontaneously hypertensive:
SHR). In control experiments, the normotensive Wistar
Eyoto (WKY) rats were used (1- and 7-months-old), We
studied whether Ca**-driven NO-mediated inhibition of
complex TV achivity could alter caleium iransporl-energy
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dependent mitochondrial function in bram of rats, which
may be related to augmentation of blood pressure.

2. Materials and methods
2.1, Chemicals

EGTA, KH,PO,, MgCl,, mannitol, sncrose, hovine
serim albumin (fatty acid free), MOPS, sodium deoxycho-
late, percoll, calcium chloride, KHaPQ,, succinic acid, arse-
nazo III, safranine, rotenone, antimycin-A, ascorbic acid,
rutheninm red (RR), N.N.N N-tetramethyl-p-phenylenedi-
amine {TMPD), carbonylcyanide-m-chlorophenylhydraz-
one (CCCPY, and potassium cyanide (KCN) were
purchased from Sigma Chemical Co. Stigmatellin was
obtained from Flukz Biochemika. 4-(6-Acetoxymeth-
oxy-2,7-dichoro-3-oxo0-9-xanthenyl}-4'-methyl2,2"-(ethylens
dioxy)dianiline-N NN N'tetraacetic acid tetrakis {acet
oxymethyl) ester {Fluo-3/AM), S-nitroso-N-acetylpenicil-
amme (SNAP), and pluronic acid were purchaged from
Molecular Probes.

2.2 Animals

Nomotensive genetic control (WEKY) and SHR. rats of
1- and 7-months ol age were Ied ad fibitum and kept under
eontrolled conditions of light:darkness in our animal facil-
ities. All apimal procedures were conducted in accordance
with owr Federal Regulations for the Use and Care of Any-
mals (NOM-062-Z00-1999, Ministry of Agricullure, Mex-
1eo), and were approved by the Institntional Committee of
the Umiversidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo,
on the use of animals. Systolic blood pressure was deter-
mined by plethysmography.

2.3, Isolation of rar brain mitoechondria

Brain mitochondria were isolated by differential centri-
fugation in a Percoll gradient as described (Thakar and
Hassan, 1988: Sims, 1990). Briefly, rats were decapitated
and the brain was extracted and placed m a cokl medium
that contained 210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM
EGTA, 0.5% bovine serum albumin, 1) mM MOPS (pH
74). The brain was homopenized manually it a glass
hemogenizer and centrifuged at 4(0g; the supernatant
was centrifuged at 9000g. Centrifugations were carried
out for 10 min at 4 *C. The pellet was suspended in 15%
Percoll and placed in a disconlinuous Percoll gradienl {23
and 40%). The gradient was centrifuged at 30,700¢,
15mm, at 4 °C, and mitochondria were solated, diluted
14, centrifuged and washed at 16,700g in the isolation
medinm to which 0.5% bovine serum albumin had been
added, followed by centrifugation at 6900g for 10 min.
Mitochondnal protein concentration was measured by
the Lowry technique (Lowry et al, 1951). The purity of
mitochondrial preparations was assessed by Western blot-
ting. The endoplasmic reticulum marker calreticwlm was
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present in crude tissue preparations but was decreased to
msignificant amounts in purified mitochondria. In contrast,
the mitochondrial marker cytochrome ¢ oxidase was highly
enriched in mitochondrial preparations,

2.4, Measuremerd of free intramitochondrial caleium

Brain mitochondria (0.125 mg/ml) were incubated in a
medium (210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 0.5% bovine
serum albumin, 10 mM MOPS] with 10 pM Fluo-3/AM
and 0.003% pluronic aci! i presence of 10 mM succinate
as substrate, and 2 uM rotencne (complex 1 inhibitor) for
20min al 25°C with shaking at 80 rpm. Milochondria
were then cenirifuged and washed twice in an Eppendorl
microfuge for 2nun and re-suspended m the medinon.
Fluorescence of mitochondral suspensions were measured
in a Shimadzn RFS000U spectrofinorometer; excitation
wavelenglh was 506 nm (slil 10 nm) and emission wave-
length 526 nm (slit 10 nm). Intramitochondrial free Ca®*
ions were delermined by measuring the fluorescence mini-
mum by addition of EGTA/deoxycholate, DOC
{0.6 mM/(.05%) and the fluorescence maximum by subse-
quent additien of 5mM Ca**. The computer program
Winmax (Patlon, 1999) was used to determine the concen-
trations of extramitochondrial free Ca®* that were added.
Quantification of mitochondrial mairix Ca’t was deter-
mined as described (Saavedra-Molina el al., 1990) and
the relative percentage of Ca®* concentration was caleu-
lated with respect to Ca™ basal concentration.

2.5, Uptake and release of piitochondrial calcium

Ca®™ movements across the inner mitocheondrial mem-
brane were followed with an Aminco DW-2a UV/VIS spec-
trophotometer at 675-685mn with Arsenazo III as
indicator (Bringeld et al. 2000; Ghafourifar, 2002}, Purified
brain mitochondria (0.3 mg of mitochondrial protein/ml)
was suspended in an incubation mediwm (210 mM manmni-
tol, 70 mM sucrose, 0.5% bovine serum albumin, 14 mM
MOPS (pH 7.4), 5 mM KH;PQ,, 1 mM MgCl,) and ener-
gized with 10 mM succinate in presence of 2 pM rotenons.
Ca®" uptake was initiated by repeated additions of 80 nmo!
Ca®" and once net uptake was completed, 0.5 mM EGTA
wag added to ssquester Ca2™ (Ghafourifar, 2002},

2.6. Determination of mitochondrial transmembrane
potential

The mitochondrial mAY was measured using safranine in
an Aminco DW-2a UV/VIS spec at 533511 nm. Brain mito-
chondria {0.3 mg/ml) suspensions were incubated in a med-
um containing 210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 0.5%
hovine serum albumin, 10 mM MOPS, 5 mM KHPO,,
1 mM MgCl,, and 2 pM rotenone as complex 1 inhibilor.
Ten micromolar safranine was added to mitochondria.
Mitochondria suspension was energized by addition of
10 mM succinate. Mitochondrial AY was assessed by deter-
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mining changes in safranine absorbance in presence of respi-
ratory substrate. Energized mitochondria suspension was
exposed to increasing concemtrations of Ca®* (160, 480,
and 640 nmol Ca®") to determine changes in AY due to
Ca** uptake. 0.5 mM EGTA was added to sequester Ca*™.
The uncoupler CCCP (1 pM) was added to collapse A%m
{Rollgnberg and Marbach, 1989; Bringold et al., 2600).

2.7. Measurement of oxygen consumpiion

Ca®*.dependent mitochondral nitric oxide synthase
{miNOS) regulates mitochondrial oXygen consumption
through competilive inhibition of complex IV, Oxygen con-
sumption was determined peolarographically with a Clark-
type electrode placed in a 2 ml chamber at 30 °C under con-
linuous stirrmg, in an air-saturated phosphais buffer
(56 mM KH,PO,). Compiex TV activity was measured by
oxygen consumption in the presence or absence ol inhibitors
of complex 1 and ITI. Brain mitochondria (0.3 mg/ml) were
incubated in a phosphate buffer (56 mM KHzPQy). Com-
plex I was inhibited with 2 pM rotenone. Complex U1l was
inhibited by 2 pg/ml antimycin-A and 1 pg/m! stigmatellin,
TMPI is an ascorbate-reducible redox carrier that transfers
electrons directly to cytochrome ¢. Addition of TMPD
(3G uM) and ascorbate (5 mM) to the antimycin A-stigma-
tellin inhibited mitochondria allows the measurement of
oxygen comsumption through complex 1V. Endogenous
inhibition of complex IV by mtNOS was accomplished
when increasing concentrations of Ca** were added (stimu-
lated NOr synthesis) (Dedkova et al., 2004; Ghafourifar,
2002). KCN and SNAP was used to inhibif complex IV
{Sigel and Carafoli, 1979; Madapallimattam et al., 2002;
Cortés-Rojo 21 al, 2007).

2.8. Measurement of L-citrulline synthesis

Nitric oxide synthase catalyzes the oxidation of r-arpi-
nine to L-citrulline and NO-, Therelore, the production of
L-citrulline is used as an indirect determination of NOr.
1-Citrulline production was determined as described by
Knipp and Vasak (2000), n a medium containing
190 M mannitol, SmM KH,PQ,, 15mM K, 3mM
MgCl,, 10mM MOPS (pH 7.4), plus 10 mM succinate,
and 2uM rotenone, Brain mitochondria were incubated
1h at 30°C, in a shaking bath (30 rpm), in the presence
of different concentrations of Ca®" (80, 160, 240, 310,
400, and 480 nmol). Basal values ol r-cilrulline were
obtained without exogenous addition of Ca®* and samples
were incubated during the same time. L-Ciirulline was
quantified in a Perkin-Elmer Lambda 10 spectrophotome-
ter at 530 nm using a calibration curve.

2.9 Sratictical analysis
Statistical differences of the data were determined with

the Siudent’s i-tesl and considered statistically significant
at p < 0.0A5.
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3. Results
3.1 Imramitochondrial calciurm

Isolaled mitochondna have the capacily to accumulate
and retain calctum (Chalmers and Nicholls, 2003). 1lere,
we studied calcium transport and accwmnulation in freshly
isolaled braimm milochondria of SHR amimais before the
onsel ol hyperlension (heallthy 1-monih) and when hyper-
tension 18 established (7-months), which had a blood pres-
surg of 125 + 3 mmITg and 203 + 14 mmHg, respeclively.
Age-matched WKY rats were used as normetcnsive control.
Fig. 1 ghows [CaZ*], levals in WKY and SHR of different
ages. Level of [Ca™ ], in 1-montk SITR was lower han in
healthy rats, though the results arc statistically nonsignifi-
cant at all (0.2, 0.6, 1.0, 2.0 pM) Ca?" concentrations (Fig.
la). Non-significant differences were observed between
SHR and WKY rats at age 7-months (Fig. 1b). Addition
of RR, an inhibitor of the caleium uniporter (Bringold et
al., 2000) caused a reduction in [Ca®*]g (Fig. 1a and b).

These findings were correborated by qualitative mea-
surements of Ca** uplake and release using Arsenazo 111
as an indicator. Fig. 2 shows Ca®' uptake plots of WKY
and SHR brain mitochondria for 1-month old rats. The
trace of Ca™ uplake was starled when milochondria were
incubated with Arsenazo 111 and line base in the trace was
observed, which represent Arsenazo  TTT-mitochondria
ahsorbance, Succinaie was added to energize milochondria
and allow Ca®" uptake (MoCormack and Denton, 1993).
In hoth WKY and SHR mitochondria, Ca®* uptake was
inslanianeous during first three additions. However, Ca®'
uptake was more cfficient in WEY mitochondria (zoom,
Fig. 2), which is evident when a drop on absorbance is
observed after seven times addition of 80 nmo) Ca>* until
a saturating intramitochendrial Ca®® concentration was
reached. By olher hand, hyperiensive rals showed a relalive
resistance to Ca®* uptake, which is observed as an absence
of significant changes m absorbance afler six-limes addi-
tion of 8% nmol Ca®' (zoom, Fig. ). Fig. 3 shows plots
for mitochondrial Ca®' uptake of WKY and SHR 7-
months rals, As well as mm 1-month rats, repelilive addi-
lions of 80nmol of Ca®' (three and five additions for
WKY and SHR, respectively) were rapidly taken in both
groups, which is evident as an absence of changes in absor-
bance during lhese addilions. WKY 7-monlhs ral milo-
chondria showed a better efficiency in Ca*™ uptake than
age-matched SITR mitochondria. Iowever, in comparison
to 1-month WEKY rat mitochondria, both 7-months WKY
and SHR mitochondria showed a lower efficiency in Ca®t
uplake, which is observed as a lower drop in absorbance
after repetitive addition of 80 amel Ca®" during 68 times
in both cases (see zoom, Fig 3).

3.2. Mitochondrial membrane potential in SHR rats

Mitochondrial Ca*! uplake is an energy dependent pro-
cess driven by the elactrical potential produced by the mito-
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Fig. 1. Mussurement of froe mtramilechandrial Ca®¥, Fros milochondrial
Ca** concentration was followed spectrofflucrometricaily with Fluo-3/AM
us ndicatar, (n and b) One- and 7-months ol cals, respectively. Eight
micromolar Futhenjum red (RE) was added tc mitochondria. Several
differmt comeunloations of froe Ca® ' were added (calonlaied with Winmas
computer program) to nrtochondria (0.125 mg/ml). Minimal and maxi-
mal fluorescence was determined by the addition of 0.6 mM BGTA/0.05%:
DOC and SmM Ca™, respectively. Wistar Kyoto notmotensive penetic
control [WKY) and spontanesusly hypertensive (S8HR} rats were com-
parsd, Buch point eprescols the mean £ SEM of 3 § separalo exper-
iments, “p < 0.05 vs. respective control vahes.

chondrial respiratory chain (Nichells, 2004, 2005). In this
study, we mvesligaled the mAY of bram milochondna dur-
ing the development of hypertension using the cationic dye
safranine. Mitochoudria were incubated in a mednun with
salranine and rolenone to inhibil the complex 1. The addi-
tion of succinate to energize mitochondria increased mAY.
Fig. 4 shows two representative traces of mA¥ in I-month
WKY and SHR rals. These resulls show a sipnificani differ-
ence in mAY between 1-month SHR and WKY rats, where
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1MONTH OLD RATS
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BO nmal Caz

»

Fig. 2. Uptake and release of mitochondrial Ca**. Ca®* movement across the inner mitochondrial membrane was followed spectrophotometrically with

Amgnaze I as indicator, On old vor

gemolic controd (WEY) and spovtanecusly hypertensive (SHR) rats were compared.

Mitochondria (0.3 mgfml) were energized with 10 mM suceinate (& suec) in the pressnce of rotenone (not shown). Thersafter, 80 nmol of Ca* was added
for several times which is indicated with arrows. Once net uptake was completed, 0.5 mM BGTA was added to sequester Ca**. The graph inside the circle
shows 4 zoom comesponding Lo 2 more delailed view of the first portion of Lthe plols, Fiwe separale experiments wers camried out in duplicales. A

representative trace is shown.

1-month SR rais present a lower mAY of approximalely
one half of mAY generated in WKY mitochondria (Fig.
4h). These data also show the abelition of mAY when
160 nmol of Ca® was added to mitochondria, being the
drop in mA¥ fast in WKY and gradual in SHR
mitochondria,

In l-month WKY rats and SHRs mAY was recovered
by the addition of EGTA. Mitochondrial [unclion was
tested through addition of CCCP, which rapidly abolished
mAWY in both cases. To determine the effect of established
hypertension, mA'Y¥ was measured in 7-months of WKY
and SHR rats, Alter succinale addition, mAY was estab-
lished in a fast way in WKY mitochondria and gradualty
in SHR rats (Fig. 5a and b). Results showed no difference
between SHR and WKY rats. On the other hand, to depo-
larize WEKY and SHR mitochondna, additions of 640 and
480 nmol Ca™" were needed, respeclively. mAY was recov-
ered in a faster way in SHR mitochondria than in WKY
mitochondria after addition of EGTA. mAY¥ dissipation
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achieved with CCCP was [aster in WKY mitochondria
than in SHR mitochondria.

Taken together these results showed that the Ca** con-
cetitration required to inhibit the transmembrane potential
was greater as age increased (Figs. 4b and 5b). There were
no differences in mAY hetween age groups in SHR; how-
ever, mAY in 7-month-old WKY was lower than in the
{-month-old WKY rats (Figs. 44 and 5a).

3.3, Mitockondrial activity of cytochrome ¢ oxidase and
ritric oxide synthase

mtNOS is activated at increased mitochondrial Ca®*
uptake/levels (Dedkova el al., 2004; Kanai el al, 2004).
Therefore, we evaluated whether mcreased Ca®" uptake
in mitochondria of SHR and WKY rats affected Ca™-
dependent mtNOS activity and WNO-sensitive complex IV
activity. Fig. 6 shows the results of L-citrulline production
and complex TV activity of WKY and SHR for 1- and 7-
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7 MONTH OLD RATS

Fig. 3. Uptake and release of mitochondrial Ca’*. Ca™ movenrent across the nner mitochondrial membrane was followed spectrophotometricelly with
Aryenazo I as indicator. Seven-months old pormotensive genclic control (WKY) and spontapeously hypertensive (SHR) mits were compared.
Mitochondria (0.3 mg/ml) were energized with 10 mM succinate (A succ) in the presence of rotenone {not shewn). Thereafter, 80 amel of Ca** was added
for severa] times which i3 iodicaled with arrows. Cuoe oel uptake was complsted, 0.5 mb BEGT A was added to seyuester it The graph ingide the circle
shows a goom corresponding to a more detailed view of the first portion af the plots. Five separate experiments were carried out in duplicates, A

representative trace is shown.

menths old rats. One month WKY and SHR basal value of
t~itrdline were 0.87 &+ 0.01 and 0,73 + 0.03 nmol/min/mg
prot, respectively (Fig. 6a). While in T-months rats the
basal value found for L-citrullime were 103008
(WKY) and 1.29 14 0.15 rmol/min/mg prot (SHR), Addi-
tion of Ca”" evoked significant (p < 0.05) NO" production
(L-citrulline) in 1-month WKY rats, whereas SHR. of the
same age did not show changes of iL-citrulline synthesis
with different addition of Ca** (Fig. 6a). In contrast, 7-
months WKY and SHR showed non-significant increments
in L-citrulline levels with different concentration of Ca**
(Fig. 6b). However, basal value of L-citrulline in 7-months
SHR was higher than 1-month SHR (p < 0.05) (Fig. 6a and
b). On the other hand, the basal values of complex IV
activily in l-month rats were 351.7 & 16.6 natO/min/mg,
prot for WKY and 609.2 + 52.4 natO/min/mg prot for
SHR (Fig. 6¢). Seven-months WKY and SHR rats showed
a basal activity of complex IV of 228.3 + 22.9 (WKY) and
140.0 4 16.0 natO/min/mg (SHR) (Fig. 6d). Consecutive
additions of Ca®" provoked a progressive inhibition of
complex TV activity in WKY rats of L.month and full inhi-
bition was observed at 480 mmol Ca** (p < 0.05), whereas
1-moenth SHR exhibited a poor response of complex TV
activily to conseculive addilions of Ca™" and full inhibition
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of the activily was not observed even al 480 nmol Ca®*
(Fig. 6c). Seven-months SHR complex 1V activity was [ully
inhibited with 486 nmo! of Ca®", whereas 7-months WKY
are insemsifive to amy comcenbration of Ca®' (Fig. 6d),
These results suggest that Ca®t concentration needed to
stimulale production of mitochondrial NO and subsequent
inhibition of complex IV by this species is different in
healthy and hypertensive animals, To verily that complex
1V inhibition was due to increased mitochondrial NO- pro-
duction in response to mitochondrial Ca®" uplake, synthe-
sis of NO was tested in the presence of 100 pM L-NMMA,
a competitive inhibitor of mtNOS (Ghafourifar, 2002). We
found that L-NMMA augmentsd complex IV activity in
mitochondria of 7-months WKY and 7-months SHR (data
not shown); indicating tha! inhibition of oxygen consump-
tion was indeed duc to mtNOS activation in response to
Ca®" uptake. In the case of the young SHR and WK rats,
oxygen consumption was not affected by L-NMMA. Thess
results showed both different basal activity and suseeptibil-
ity to inhibition of complex IV activity between strains and
age. Therefore 1t was imvestigated if differences in complex
IV activity could be associated to differential sensitivity of
this complex to WO during hypertension. Oxygen con-
sumption was measured in Lhe presence of different concen-
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Fig. 4. Mitochondnal wembrane potential (neA'V) measurements. ma¥
was followed spectrophotometrically with the indicator safranine. Mito-
chondriz (0.3 mg/ml) were de-energized with rotenone (not shown) and
subsequently energized with 10 mM succinate (& succ). After addition of
160 nmoles Ca®* to l-month old (2) WKY and (b) SHR rats and
establishing a stable mAY, 0.5 mM EGTA (4) and COCF (4) (carbony]
cyznide m-chlarephenylhydrazone) were added to the mitochondria with
coliapsed mAY. Five separate experiments were carried out in duplicates.
A represemtative trace is shown.
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Fig. 5. Mitochondrial membrane potential (mAY) measurements. mAY
was followed spectrophotometncally with the indicator safranive. Mito-
chondriz (0.3 mg/ml) were de-energized with rotenone (not shown) and
subsequently energized with 10 mM succiate (& sucs). Aftar addition of
540 and 490, 160 mmoles Ca** to 7-months old WKY and SHR rats,
respectively, and establishing a stable mAY, 0.5mM BGTA (4) 20d
CCCP (#) (carbony! cyanide m-chlorophenylrydrazone; were added to
the mitochondria with eollapsed mA'F. (a) WEKY and (k) SHR rats were
compared. Five separate experiments were carried out in duplicates. &
representative trace is shown.

irations of the NO' donor SNAP, and CN™, which are
mhibitors of binuclear Cug haem aaj center in complex
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IV (Fig. 7). The results of complex IV activity in 1-month
WKY and 1-month SHR showed to be more susceptible to
inhibition for different concentrations of NG and CN™,
and presented differential susceptibility to both inhibitors
(Fig. 7a and ¢} (p < 0.05), whereas 7-months rats showed
an ne susceptible inkibition for bothk NO' and CN™ (Fig.
7o and d), whkich means that 1-moath rats WKY and
SHR requires lower concentrations of NO' and CN™ to
inhibit complex IV, whereas both WKY and SHR rats of
F-month-old required higher concentrations of these inhib-
itors. These data suggest an alteration in the Cuy haem aa,
center in complex IV in 7-month-old WKY and SHR rats.

4, Discussion

The respiratory chain of mammalian mitochondria con-
sists of a series of electron carriers, most of which are inte-
gral membrane proteins, capable of accept and donate
electrons (Mickolls and Ferguson, 2002). Cytochrome ¢
oxidase (complex IV) is the terminal electron acceptor in
mitochondria respiratory chain. During catalysis of this
complex, cytochrome ¢ is oxidized, oxygen is reduced to
water and redox energy is converted to 2 proton motive
force, which drives ATP synthesis {Cooper, 2002). NO- is
a reversible mhibitor of complex 1V, competing with oxy-
gen for binding at the binuclear Cupfeytochrome aa; site
(Nicholls and Ferguson, 2002}, Therefore, NO' is an active
modulator of mitochondrial respiration and ATP synthe-
sis. Key hallmarks of mitochondrial dysfuuction are
decreased expression of mitochondrial components and
defects in the assembly of respiratory complex. The mito-
chondrial dysfunction has been increasingly associated
with the development of hypertension {(Lopez-Campistrous
et al., 2008). This pathological process induces abnormali-
ties in Ca®" metabolism {Arab et al., 1990), including
[Ca?' ], levels, which may affect activity of intramitochon-
drial enzymes like mtNOS and thus the energy preduction
by the mitochondria. On the other hand, brain is highly
susceptible o oxidative damage because its lower antioxi-
dant capacity and higher exygen uptake when compared
with other organs {Halliwell and Gutteridge, 1999), which
could contribute to mitochondrial injury and neuronal
degeneration (Ohtsuki et al., 1995). These facts lead us to
search if' mitochondrial dysfunction is in part cansed by
functional defects in complex 1V activity during hyperten-
sion, which could altered mAY and, as a consequence,
Ca®" mitochondrial uptake and activity of mtNOS., We
found that basal activity of complex IV was higher in I-
month SHR than 1-menth WKY rats (Fig. 6a); this result
correlate with the lower production of NO in the same
group of rats (Fig. 6a) and corroborate previous results
from owur laboratory (Calderén-Cortés et al., 2006), which
indicate that in brain mitochondria from hypertensive rais
the activity of mtNQOS was lower in }-moanth SHR than in
healthy rats of the same age. Thus, if’ mitochondrial NO-
concentration m SHR mitochondria was lower due to
decreased activity of miNOS, regulation of complex IV
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Fig. 6 Mitochondnial activity of nitric oxide synthase (mtNOS) and cytochrome ¢ oxidase (complex V). Mitochondrial protein (0.3 mg/ml) were
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kypertensive rats, Results are the means:+ SEM of 3 6 separate experiments in duplicates. “p << 0.05, *'p < 0.01 vs, control values and **p <0.01 vs.

siraing of same age

by this radical could not be possible. Contrary to these
results, the SHR rats of 7-menths old showed an increased
activity of mtNOS (Fig. 6b} in comparison with its normo-
tensive control {7-months WKY), which contributed a
decrease on oxygen conswmption (Fig. 6d). The resulis in
7-months old rats suggest that complex TV activily could
decrease as age and hypertension occur. The activity of
mtNOS in l-month WKY rats exhibited a significant
(<005 concentration-dependent response to Ca®®
(Fig. 6a); however, l-month SHR and 7-months WKY
and SHR rals did not show changes in mINOS activily
in respense to exogenous addition of Ca** (Fig. 6a and
b), which may explain the insensitivity of the N(O--mediatad
complex TV inhibition by Ca®t in these groups of rats (Fig.
6c and d). These results lead us to thought that Ca®**
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uptake is diminished before and after hypertension is estab-
lished in $HR, which was corroborated when lower Ca®*
uptake and [Ca®*}, leve) were ohserved in brain SHR
mitochondria of 1 and 7-months when compared with
WEKY rats (Figs. 1a and 2). These results are m agreement
with previous reporis (Arab et al,, 1990}, in which Fpax of
Ca® uptake in jejunal mitochondria was found decreased
in SHR during suckling and weaning periods, before the
development of hypertension and m hypertensive adult
SHR.

Ca®" uptake in brain milochondria of 7-months SHR
and WKY rats was found decreased compared to 1-month
WEKY rats (Figs. 2 and 3), sugpesting that calcium handling
is disrupted by both hyperiension and age, which would
contribute to progressive cell damage because mitochon-
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dria play an important role huffering cytosolic calchum
concentration.

In addition, we found a differential activity of complex
TV between WKY and SHR rats in presence or absence
of Ca®". Consequently, it was important to know if this
activity change was due to differences in the sensilivity of
complex IV to substrale bmding al the binuclear Cup haem
aay center, which is the site of binding for inhibitors like
NO and CN”. The results of complex 1V activily in the
presence of different concentrations of NO* and CN~ show
that 1-month-WXY and 1-month-SHR rats are more sus-
ceptible to inhibition than 7-months SHR and WKY rats
{Fig. 7). These results suggesi thal the activily of complex
1V is affected in its haem aa,/Cup binuclear center when
hypertension 18 established, which could be possibly related
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with asgembly defects of this complex during hypertengion
and contribuling te mitochondrial dysfunciion in brain
mitochondria (Lopez-Campistrous et al., 2008). In the case
of 1-month rats we found a similar NO™ and CN™ sensitiv-
ity between both rat strains (Fig. 7a and c). However, 1-
month SHR rais showed an increased activity of complex
IV due to a lower Ca®-dependent production of NO
(Fig. 6a and ¢), The decreasing of Ca*" uptake in this case
vould be atinbuted to defects of assembly in the other
respiratory complexes (I and III) as reported for Lopez-
Campistrous et al. (2008}, which could afected mAY and
then levels of Ca®" (Figs. la and 2).

Mitochondria are the center of bioenergetics imterac-
tions that control several functions in cells. Three funda-
mental functione, ATP generation, Ca®' uptake and the
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generation and detoxification of ROS, are driven by the
mitochondrial mAY¥ (Nicholls, 2004}, The mAY is driving
force for the uptake ol Ca™, therefore, we investigated
the reftationship between mAYW and [Ca**],. Our results
show a difference im mitochondrial functionalily in pre-
hypertensive rats, as evidenced by a lower mAY in SHR
l-month rats when compared to normotensive rats. As
well, a gradual drop in mAY due to uptake of 160 nmol
of Ca®" was observed in SHR mitochondria, which was
in contrast with the rapid mA%W cellapse presented at the
same Ca®" concentration in WEY 1-month rat. Therefore,
these data suggest a disturbance in Ca®* uptake of I-month
SHR rats, which may be explained by lower mAY found in
these rats and supporl the results where the Ca®* levels and
its uptake were lower in I-month SHR rats (Figs. 1 and 2}.
There were no differences in mAY between 1 and 7-months
SHR. however, Ca®* concentration necessary for mA% col-
lapse was higher i T-months rats than in l-month rats
(Figs. 4b and 5b). In 7-months normotensive rats the
mAY¥ wag similar to that found in SHR (Fig. 5a and b,
suggesting thal age could lead (o progressive milochondrial
damage that conld be related with mitochondrial dysfunc.
tion reporled [or mice with accelerated senescence (Naka-
hara et al, 1998). Tt 15 well known that overproduction
of ROS in respiratory chain of brain mitochondria during
hypertension impairs mitochondrial emergy metabolism
(Ohisuki 1 al., 1995), Increased ROS generation corrobo-
rales our results because impaired mitochondrial funclion
may lead to mitochondrial energy insufficiency resulting
in neurenal cell death. mAY in young and hypertensive rats
as well as in 7-months WKY rats were lowsr than WKY
rats of l-month. The relative diminution of mAYW would
be sufficient to keep the energetic mitochondrial require-
menl, bul Lhis possibility should be explored, Decreased
mAY could be attributed to mtNOS activation. However,
our results of Ca®* uptake showed thal influx of this calion
te mitochondria was affected in 1- and 7-months SHR rats
and 7-months WKY rats (Tigs. 1 3}, which could explain
the higher concentrations needed to drop mAY and the dil-
ferential responses to Ca®" addition with respect to the rate
of mAW collapse (Figs. 4 and 5). The drop mAY in brain
mitochondria of WKY and SHR rats duc to the addition
of Ca™ excess {160, 480, and 640 nmol Ca®*) was restored
by the addition of Ca*" chelating agents, this suggest that
Ca® excess did not cause mitochondrial damapg, which
would be attributed to the relative resistance of brain mito-
chondria to Ca?* overload. Accordingly, other studies
found that depending on the brain region, mitochondria
are differentially sensitive to Ca®* overload (LaFrance ot
al., 2005 Brown et al. 2006), withouwt undergoing mito-
chondrial permeability transition {Berman et al., 2000).
Abnorma) mitochondrial caleium uptake and release
dwring hypertenzion may contributz to mitochondrial
injury in the brain and lead to neuron degeneration in
SHR. On the other hand, the increased superoxide anion
generation in brain mitockondria of SHR combined with
deficit in superoxide dismulase aclivity cause oxidative

ELIZABETH CALDERON CORTES

stress conditions (Ohtsuki et al., 1995), which may damage
cxpression of mitochondrial components and lead to defec-
live assembly ol respiratory complexes (Lopez-Campi-
strous ¢t al., 2008). Hence, these findings may be the
underlymg cause behind decreased mAWY and complex 1V
activity reported here {Figs. 4-7). Qur results demonsirate
an association between [Ca?* ], metabolism and mAY that
may indicate the importance of this organells in blood
pressure elevation and a crucial role in aging associated
hypertension. Alteration of mitochondrial energetics might
play a role in vasenlar aging and aging processes.

Onr results suggest that during ape-associated hyperten-
sion, decreased complex IV activity caused consequent
diminishing in mitochondrial inner-membrane potential
and changes in A¥-dependent Ca* movements, which
leads to impairment in the activity of Ca®"-dependent
cozymes like mtNOS. The scheme pictured hers may be
related to progression of mitochondrial energetics metabo-
lism dysfunction and progressive neuronal cell death dur-
ing hypertension.

In conclusion, our results suggest thal pathological and
physiological process as age-associated hypertension lead
to changes in Ca¥" metabolism injury of respiralory chain
enzymes as eytochroms ¢ oxidase activity, which may lead
to decrease in mitochonddal inner-membrane potential
and consequently changes in Ca®' metabolism that could
be related Lo progression of milochondrial dysfunction
and neuronal cell death m brain during hyperiension,
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7. RESULTADOS ADICIONALES

7.1. Resultados no incluidos en el articulo
En este apartado se describe brevemente los resultados publicados en el
articulo anterior. Los resultados que no se encuentran incluidos en este articulo y que

son parte de este tema de estudio, se incluyeron en este apartado.

7.1.1. Pureza mitocondrial

Para determinar el grado de pureza de las muestras mitocondriales, se
determind mediante inmunodetecciéon la presencia de proteinas citosodlicas vy
mitocondriales. En la figura 8 se observan las bandas correspondientes a los
marcadores citosolicos y mitocondriales. El marcador de reticulo endoplasmico, la
calreticulina, se observé en las preparaciones de tejido total y se encontré en
cantidades insignificantes en las mitocondrias purificadas. En contraste, el marcador
mitocondrial citocromo ¢ se encontré altamente enriquecido en las preparaciones
mitocondriales (Fig. 8), lo cual comprueba el alto grado (95%) de pureza mitocondrial

obtenido.

A B
1 2
Citocromo ¢ Calreticulina
(15 kDa) =) ; (55 kDa) ') | S

Figura 8. Grado de pureza mitocondrial. Inmunodeteccién de citocromo ¢ (A) y
calreticulina (B) en homogenado total (1) y fraccién mitocondrial (2) de cerebro de rata.

7.1.2. Captacion y concentracion de calcio intramitocondrial

Los resultados de la concentracion de Ca®" libre intramitocondrial mostraron
una disminucién en la concentracion de Ca** libre en las ratas SHR de 1 mes de
edad, mientras que en las 7 meses de edad la concentracion de Ca?* fue igual tanto
en las ratas SHR como WKY (articulo: figura 1a y b). Estos datos sugieren que el

transporte de Ca®* se afectd en ratas SHR de 1y 7 meses de edad y en las WKY de
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7 meses de edad, ya que no se observo ninguna respuesta al adicionar diferentes
concentraciones de Ca* en las mitocondrias de cerebro de rata a esa edad, lo cual
se corrobord con la medicion de la captacion de calcio, en donde se encontré una
captacion menor en las ratas SHR de un mes de edad en comparacién a las WKY a
la misma edad (articulo: figura 2), asimismo, la captacion de Ca?* en las ratas WKY
de 7 meses de edad es menor en comparacion a las ratas WKY de 1 mes de edad
(articulo: figura 3). Estos ultimos resultados son similares a los datos obtenidos por
Arab y col. (1990), quienes encontraron que la captacién de Ca?* en mitocondrias de
yeyuno de ratas SHR prehipertensas e hipertensas, era menor que su control WKY.
Estos resultados sugieren que procesos como la hipertension pueden afectar la
captacion de Ca®" en mitocondrias de cerebro e intestino de SHR, lo cual podria
afectar la actividad de la NOSmt (Calderén-Cortés et al., 2006).

7.1.3. Determinacion del potencial transmembranal

Debido a que la captaciéon de Ca®** depende del AY generado en la cadena
respiratoria, fue importante evaluar este parametro de funcionalidad mitocondrial. Los
resultados de AY en presencia de Ca®* se presentan en las figuras 4 y 5 del articulo.
El AY en las ratas de SHR de 1 mes de edad fue menor que en las ratas WKY de la
misma edad (articulo: figuras 4a y 4b) y este potencial se abatié en presencia de
160 nmoles de Ca?*, el cual se recupero en presencia del quelante de Ca?* EGTA en
ambos casos, lo que sugiere que esta concentracién de calcio no dana la integridad
mitocondrial.

No se presentaron diferencias en el AY de las ratas SHR y WKY de 7 meses;
sin embargo, el requerimiento de Ca*" (640 y 480 nmoles, respectivamente) para
abatir el potencial de membrana fue mayor que en las ratas de 1 mes de edad y este
potencial se recuperd nuevamente al adicionar EGTA a las mitocondrias (articulo:
figuras 5a y 5b).

La comparacion del AY de las ratas SHR de 1 y 7 meses de edad (articulo:
figuras 4a y 5a) muestran como el requerimiento de Ca* para inhibir el potencial es
mayor conforme aumenta la edad, sin haber diferencias en el potencial de las ratas

SHR de ambas edades. No hubo diferencias en el AY en las ratas SHR de 1y 7
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meses de edad, contrario a lo ocurrido en las ratas WKY de 1y 7 meses de edad, en
donde se observo un AY menor en las ratas de 7 meses de edad (articulo: figuras
4b y 5b). Las comparaciones entre WKY y SHR a una misma edad muestran un AY
menor en las SHR, lo cual sugiere que tanto la edad como algun proceso patolégico
(hipertension), afectan la funcionalidad mitocondrial, asi expresada como AY
(articulo: figuras 4a y 4b). La presencia de grandes cantidades del anion
superéxido generadas en la cadena respiratoria de mitocondrias de cerebro de ratas
SHR vy la deficiencia de enzimas antioxidantes convierte a estas mitocondrias en un
blanco del estrés oxidativo (Ohtsuki et al., 1995), lo cual a su vez se puede ver
reflejado en una disminucion en el potencial de membrana (articulo: figuras 4y 5) y

por lo tanto, disminuir la captacién de Ca®* en estas ratas (articulo: figuras 1, 2 y 3).

7.1.4. Determinacion de la concentracién de éxido nitrico

La NOS cataliza la oxidacion de la L-arginina (L-arg) a L-citrulina y NO* en
forma equimolar, por lo tanto, la determinacion de L-citrulina puede ser utilizada para
la determinacién indirecta de los niveles de NO® (Knipp, 2000); es por ello que se
determind la sintesis de L-citrulina mediante la adicién de diferentes concentraciones
de Ca?*, catién que estimula la actividad de la NOSmt. En la figura 6 del articulo se
muestran los resultados de la sintesis de L-citrulina obtenidos en las mitocondrias de
cerebro de ratas hipertensas y normotensas de 1 y 7 meses de edad, incubadas por
1 h en presencia de 80, 160, 240, 320, 400 y 480 nmoles de Ca?*. La determinacion
de la concentracion basal de NO® se realizo sin la adicion de Ca?*. La actividad basal
de la NOSmt fue mayor en las ratas WKY de 1 mes de edad comparada con las SHR
de la misma edad (articulo: figura 6a). En mitocondrias de las ratas SHR de 7
meses se observo una mayor actividad basal en la NOSmt en comparacién a las
WKY de 7 meses de edad (articulo: figura 6b). En las ratas WKY de 1 mes de edad
se observo que la sintesis de NO® (L-citrulina) es estimulada de manera dependiente
a la concentracion de Ca®" (p<0.05) (articulo: figura 6a). En contraste, en las
mitocondrias de ratas SHR de la misma edad no se observé estimulacion en la
sintesis de NO® en presencia del Ca?*, lo cual sugiere que puede existir una
deficiencia en la disponibilidad de este catién dentro de la mitocondria como se vio
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anteriormente (articulo: figuras 1a y 2). Esto puede contribuir en una disminucion
en la actividad de la NOSmt en ratas SHR de 1 mes de edad, como se observo en la
figura 6a del articulo, asi como en un trabajo anterior (Calderén-Cortés et al., 2006).
En el caso de las mitocondrias de ratas WKY de 7 meses de edad, se observo que la
actividad de la NOSmt fue estimulada en presencia de altas concentraciones de Ca**
(400 y 480 nmoles) (p<0.05) (articulo: figura 6b), mientras que en las ratas SHR de
7 meses de edad se encontré que a pesar de que esta actividad fue mayor en
comparacion a las ratas de 1 mes de edad, dicha actividad no fue estimulada por las
diferentes concentraciones de Ca?* (articulo: figura 6b). Estos resultados sugieren
que la actividad de la NOSmt, tanto en ratas hipertensas como en ratas normotensas
de 7 meses de edad, podria afectarse debido a la disminucion en la concentracién vy
en el transporte de Ca*" mitocondrial (articulo: figuras 1b y 3), lo cual se ve

reflejado en la actividad no significativa de la NOSmt en presencia de Ca**.

7.1.5. Determinacion de la actividad de la citocromo ¢ oxidasa

Otra forma de evaluar tanto la actividad de la NOSmt como la funcionalidad
mitocondrial fue determinando la actividad del complejo IV sensible a NO®. Debido a
que la actividad de la NOSmt es estimulada por un aumento en la captaciéon de Ca**
mitocondrial (Dedkova et al., 2004, Kanai et al., 2004). También se evalud si un
aumento en la captacion de Ca®" en mitocondrias de ratas SHR y WKY afecta la
actividad del complejo IV mediante la determinacion del consumo de oxigeno. Los
resultados presentados en la figura 6c del articulo muestran que la actividad basal
del complejo IV fue menor en las ratas WKY de 1 meses de edad en comparacion a
las ratas SHR de la misma edad; mientras que las ratas WKY adultas presentaron
mayor actividad basal del complejo IV en comparacion a las SHR de la misma edad
(articulo: figura 6d). Los datos en las ratas de 1 mes de edad corroboraron los
resultados de Calderon-Cortés et al. (2006), en donde se observé que la actividad de
la NOSmt en ratas SHR jovenes fue disminuida en comparacion a su control WKY, lo
cual se podria verse reflejado en un aumento en la actividad del complejo IV
(articulo: figura 6c) debido a la disminucién en la sintesis de NO* (Calderon-Cortés

et al., 2006). El aumento en la concentracion de [Ca®*), provocd una disminucién en
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la actividad del complejo IV en las ratas WKY y SHR de 1 y 7 meses de edad. En las
ratas WKY de 1 mes se presento una inhibicidn total en el consumo de oxigeno en
presencia de 480 nmoles de Ca?*, mientras que en las ratas SHR de 1 mes esta
disminucion fue del 35% a la misma concentracion de Ca®*. La actividad del complejo
IV en las ratas de 7 meses disminuyd en un 76% en las ratas WKY, mientras que las
ratas SHR mostraron una inhibicion completa cuando se adicionaron 480 nmoles de
Ca®* (articulo: figura 6d). Estos resultados sugieren que la concentracién Ca?*
necesaria para inducir la producciéon de NO® mitocondrial es diferente en las ratas
normotensas e hipertensas, lo que podria ser atribuido a la diferencia observada en
la captacion de Ca®* en este grupo de ratas (articulo: figuras 1, 2 y 3). Para verificar
que la inhibicion de la actividad del complejo IV fue debida a un aumento en la
produccion del NO® mitocondrial en respuesta a la captacion Ca®* mitocondrial, la
sintesis de NO® se inhibié con la adiciéon de un inhibidor competitivo de la NOSmt, el
L-monometil-L-arginina (L-NMMA) 100 uM (Ghafourifar, 2002). La adicion de L-
NMMA ocasion6 un aumento en el consumo de oxigeno en mitocondrias de ratas
WKY y SHR de 7 meses (Fig. 9), sugiriendo que la inhibicion del consumo de
oxigeno fue debida a la activacion de la NOSmt en respuesta a la captacion de Ca*".
En el caso de las ratas SHR y WKY de 1 mes de edad, el consumo de oxigeno no
fue afectado por el L-NMMA (Fig. 9). Estos resultados mostraron que existe una
diferencia tanto en la actividad basal del complejo IV como en la susceptibilidad a la
inhibicion de este complejo en las ratas SHR, lo cual sugiere que la hipertension
podria afectar algun sitio importante para la actividad de este complejo. Por lo tanto,
fue importante investigar si las diferencias que existen en la actividad del complejo IV
son debidas a un cambio en el centro binuclear Cug/lhemo aaz que es el sitio de
reduccion del O,. Por consiguiente, se determiné la actividad de este complejo en
presencia de diferentes concentraciones de un donador de NO* (SNAP) y de cianuro
(CN"), dos inhibidores del centro binuclear Cug/hemo aaz del complejo 1V. La figura 7
del articulo muestra los resultados de la actividad del complejo IV en presencia de
SNAP y CN" en las ratas WKY y SHR de 1 y 7 meses de edad. Los resultados
mostraron que la actividad del complejo IV en las ratas WKY y SHR de 1 mes de

edad es mas susceptible a la inhibicién por NO* y CN’, y la inhibicion fue diferencial
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con ambos inhibidores (articulo: figura 7a y 7c¢) (p<0.05), mientras que en
mitocondrias de ratas de 7 meses de edad no se observaron diferencias significativas
en presencia de los dos inhibidores (articulo: figura 7b y 7d). Esto indica que
mientras las ratas WKY y SHR jovenes requieren concentraciones bajas tanto de
NO® como de CN para inhibir el complejo 1V, las mitocondrias de ratas WKY y SHR
adultas requieren de concentraciones altas de estos inhibidores. Estos resultados
sugieren que existe una alteracion en el centro binuclear Cug/hemo aa; del complejo
IV en las ratas WKY y SHR de 7 meses de edad. De igual manera, estos ultimos
resultados demuestran que la actividad medida anteriormente fue debida al complejo

IV, la cual es sensible a cianuro (Nicholls y Ferguson, 2002).
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Figura 9. Actividad de la citocromo ¢ oxidasa en mitocondrias de cerebro de ratas de 1
mes y 7 meses de edad en presencia de L-NMMA. Esta actividad fue evaluada midiendo el
consumo de oxigeno en presencia de un inhibidor de la NOS (L-NMMA). La mitocondrias (0.3
mg/ml) fueron incubadas en un medio de fosfatos, pH 7.4 a temperatura ambiente en
presencia de L-NMMA 100 uM. WKY = Ratas Wistar-Kyoto; SHR = Ratas espontaneamente
hipertensas. Los resultados representan el promedio de n = 3 * el error estandar. *p<0.05,
con respecto al control.
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7.2. ACTIVIDAD DE LA CITOCROMO c¢ OXIDASA EN MITOCONDRIAS DE
HIGADO Y RINON DE RATA DURANTE LA HIPERTENSION

7.2.1. Introduccién

El NO® sintetizado por la NOSmt contribuye en la regulacion de la fosforilacion
oxidativa al inhibir la sintesis de ATP mediante su union al complejo IV de la cadena
respiratoria en el sitio de union al oxigeno, el centro binuclear Cug/citocromo as
(Calderén-Cortés et al., 2006; Ghafourifar y Saavedra-Molina, 2006). De este modo,
el NO* puede regular el gasto de ADP/O llevado a cabo durante la fosforilacion
oxidativa y aumentar su disponibilidad para otras vias metabdlicas (Antunes et al.,
2007). De igual forma, la interaccién del NO® con el complejo IV puede aumentar la
disponibilidad de O, a otros tejidos previniendo de este modo la hipoxia (Brookes et
al., 2003).

Por otra parte, la disfuncion mitocondrial ha sido fuertemente asociada a
patologias como la hipertension (Lopez-Campistrous et al., 2008), lo cual podria
afectar la regulacion que ejerce el NO® sobre la respiracion mitocondrial. (Brookes et
al., 2003). De aqui, la importancia de determinar si la actividad de la complejo IV
como blanco del NO*® se ve afectada en mitocondrias de diferentes érganos durante
la hipertension, debido a que en esta patologia se ha determinado que la actividad de

este complejo es la mas afectada (Lopez-Campistrous et al., 2008).

7.2.2. Estrategia experimental

7.2.2.1. Aislamiento de mitocondrias de higado y rinén de rata

El aislamiento de mitocondrias se realizé de acuerdo al método modificado por
Saavedra-Molina y Devlin (1997). Todo el procedimiento se realizé en un medio de
aislamiento con manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, MOPS 2 mM y EGTA 1 mM (pH
7.4 y 4°C). Se utilizaron ratas WKY y SHR de 1 y 7 meses de edad. Se sacrifico la
rata por decapitacion, se extrajo el higado y el rindn. Se fragmentaron ambos

organos por separado y se homogenizaron en un tubo de homogenizacién a 176 x g
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con un vastago de teflon. El homogenizado se centrifugd a 490 x g por 10 min. en un
rotor JA-20 de una centrifuga Beckman J2-MC. Se deseché el precipitado y el
sobrenadante se centrifugd a 4400 x g durante 10 min. Posteriormente, se
resuspendié cuidadosamente el precipitado en Percoll al 15% y se colocd sobre un
gradiente discontinuo de Percoll (23% y 40%). Este gradiente fue centrifugado a
30,700 x g por 15 min y se extrajo la fraccion 3 correspondiente a las mitocondrias, la
cual fue centrifugada a 16,700 x g durante 10 min. Se resuspendié cuidadosamente
el precipitado en el mismo medio de aislamiento y se adicion6 80 ul de albumina
sérica bovina al 0.2% por ml de suspensién mitocondrial. Finalmente, se centrifugd a
6,900 x g por 10 min con el mismo medio pero sin EGTA. La concentracion de

proteina se determino por el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

7.2.3. Resultados

La figura 10 muestra los resultados de la actividad del complejo IV en
mitocondrias de higado y rindn de ratas jovenes. Se puede apreciar una diferencia en
la actividad basal del complejo IV en los diferentes érganos, tanto en las ratas SHR
como en la WKY. La actividad basal del complejo IV fue mayor en las mitocondrias
de riidn (408.8+4.4 natO/min/mg prot) en ratas WKY y SHR (512.2£121.7
natO/min/mg prot), mientras que las mitocondrias de higado presentaron una menor
actividad en dicho complejo en comparacion al riidn en ambos grupos de ratas
(261.31£5.3 natO/min/mg prot en WKY y 311.8+110.7 natO/min/mg prot en SHR). Por
otra parte, se estudio la inhibicion del complejo IV mediante la adicién del donador de
NO°®, el S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP). Se observd una diferente
susceptibilidad a 70 uM de SNAP en los dos 6rganos, presentandose una inhibicién
del 60% y 48%, en mitocondrias de higado y riién de ratas WKY de 1 mes de edad
(Figs. 10a y 10b). En ratas SHR se observd que las mitocondrias de rindn fueron las
mas susceptibles al SNAP, observandose una inhibicién del 90%, mientras que en
higado se presentd una inhibicion del 45%. Estos resultados sugieren una regulacion
diferencial de la cadena respiratoria a nivel del complejo IV en mitocondrias de ratas

normotensas y prehipertensas de diferentes 6rganos (Figs. 10a 'y 10b).
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Los resultados de la actividad del complejo IV en ratas WKY y SHR adultas

mostraron una mayor actividad basal en mitocondrias de rifién (377.84£91.8 [WKY] y

296.0+58.3 [SHR] natO/min/mg prot) (Fig. 11b), en comparacién a las mitocondrias

de higado, donde la actividad fue menor tanto en ratas WKY como en SHR
(146.6+46.8 y 160.0£19.8 natO/min/mg prot, respectivamente) (Fig. 11a). La

actividad basal del complejo IV en las ratas normotensas e hipertensas de 7 meses

de edad disminuye en comparacién con la actividad de las ratas de 1 mes de edad,

lo cual sugiere que la hipertension asociada con la edad afecta la actividad del

complejo IV en mitocondrias de higado y rifidn, lo que a su vez, podria comprometer

la funcién mitocondrial de estos érganos.
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Figura 10. Actividad de la citocromo c oxidasa en mitocondrias de cerebro de ratas de 1 mes
de edad. La actividad del complejo IV fue evaluada midiendo el consumo de oxigeno de
mitocondrias de a) Higado y b) Rifidén de ratas de 1 mes de edad. El complejo | fue inhibido con
rotenona, mientras que el complejo Il se inhibié con antimicina A y estigmatelina. La reaccién fue
iniciada con la adicién de ascorbato. Diferentes concentraciones de S-nitroso-N-acetilpenicilamina
(SNAP) se adicionaron. Los resultados representan el promedio de n = 4-6 % el error estandar.
*p<0.05, **p<0.01, con respecto al control. Ap<0.05 con respecto a las cepas.
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Asimismo, en la figura 11a y 11b se puede observar una susceptibilidad

diferente al SNAP en mitocondrias de los dos 6rganos. En presencia de 70 uM de

SNAP, la actividad del complejo IV se inhibié un 54 y 45% en las mitocondrias de
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ratas WKY de higado y riiidn, respectivamente, mientras que en las mitocondrias de
ratas SHR, la inhibicion fue de 52% en mitocondrias de higado y de 61% en
mitocondrias de rifidn. Comparando los porcentajes de inhibicion entre las
mitocondrias de higado y rifidn de ratas de 1 y 7 meses de edad, se observa que no
existen diferencias con respecto a la edad. Sin embargo, en la figura 11a y 11b se
observa que en mitocondrias de ratas de 7 meses de edad de ambos 6rganos se
requieren altas concentraciones de SNAP para inhibir la actividad del complejo 1V,
mientras que a bajas concentraciones del donador el complejo IV no se inhibe en
forma significativa, lo cual no sucede con las mitocondrias de ratas de 1 mes de
edad. Por lo tanto, estos datos sugirieren que durante la hipertensién, la
susceptibilidad del complejo IV al SNAP podria cambiar debido a una alteracién en el

sitio de unién del NO* y el O, al complejo IV (centro binuclear Cug/citocromo as).

Para comprobar lo anterior se determind la actividad del complejo IV en
presencia de cianuro (CN’), el cual es un inhibidor del complejo IV que se une al
citocromo a3 inhibiendo el consumo de oxigeno de una forma similar al NO* (Nicholls

y Ferguson, 2002).
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Figura 11. Actividad de la citocromo ¢ oxidasa en mitocondrias de cerebro de ratas de 7
meses de edad. La actividad del complejo IV fue evaluada midiendo el consumo de oxigeno de
mitocondrias de a) Higado y b) Rifidn de ratas de 7 meses de edad. El complejo | fue inhibido con
rotenona, mientras que el complejo lll se inhibié con antimicina A y estigmatelina. La reaccion fue
iniciada con la adicién de ascorbato. Diferentes concentraciones de S-nitroso-N-acetilpenicilamina
(SNAP) se adicionaron. Los resultados representan el promedio de n = 4-6 + el error estandar.
*p<0.05, **p<0.01, con respecto al control.
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En la figura 12 se observan los resultados de la actividad del complejo IV en
presencia de diferentes concentraciones de CN" en mitocondrias de higado, rindn de
ratas SHR y WKY de 1 mes de edad. En ratas WKY, la actividad disminuyé un 95y
92% en mitocondrias de higado y rifidn, respectivamente, en presencia de 40 uM de
CN™, mientras que en mitocondrias de ratas SHR, la inhibicion fue de 84 y 90% en
mitocondrias de higado y rifidn, respectivamente (Figs. 12a y 12b). Lo anterior
sugiere que en ratas jovenes, independientemente de la cepa, la sensibilidad del
complejo IV al CN™ no se altera; por lo tanto, el centro binuclear Cug/citocromo az no
se afecta en las mitocondrias de ratas WKY ni SHR de 1 mes de edad. En
mitocondrias de ratas de 7 meses, se observd una inhibicién de 52 y 73% en
mitocondrias de higado y rifidn, respectivamente, de ratas WKY, mientras que en
ratas SHR esta inhibicion fue de 21% y 63% (Figs. 13a y 13b) para mitocondrias de
higado y riidn, respectivamente. Estos ultimos resultados sugieren que la
susceptibilidad del complejo IV a la inhibicion por CN™ se afecta con la hipertension y
la edad, lo cual corrobora los resultados de la susceptibilidad del complejo IV por
SNAP (Figs. 11a y 11b). Estos ultimos resultados sugieren la existencia de un
defecto en el centro binuclear Cug/citocromo as del complejo IV en las ratas WKY vy
SHR de 7 meses de edad.
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Figura 12. Actividad de la citocromo ¢ oxidasa en mitocondrias de cerebro de ratas de 1 mes de
edad. La actividad del complejo IV fue evaluada midiendo el consumo de oxigeno de mitocondrias de a)
Higado y b) Rifion de ratas de 1 mes de edad. El complejo | fue inhibido con rotenona, mientras que el
complejo Il se inhibié con antimicina A y estigmatelina. La reaccién fue iniciada con la adicién de
ascorbato. Diferentes concentraciones de KCN (CN-) se adicionaron. Los resultados representan el
promedio de n = 4-6 * el error estandar. *p<0.05, **p<0.01, con respecto al control. Ap<0.05, A ap<0.01
con respecto a las cepas.
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Figura 13. Actividad de la citocromo c oxidasa en mitocondrias de cerebro de ratas de 7 meses
de edad. La actividad del complejo IV fue evaluada midiendo el consumo de oxigeno de mitocondrias
de a) Higado y b) Rifi6n de ratas de 7 meses de edad. El complejo | fue inhibido con rotenona,
mientras que el complejo Il se inhibié con antimicina A y estigmatelina. La reaccion fue iniciada con la
adicion de ascorbato. Diferentes concentraciones de KCN (CN-) se adicionaron. Los resultados
representan el promedio de n = 4-6 * el error estandar. *p<0.05, **p<0.01, con respecto al control.
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8. DISCUSION

En los ultimos afios la hipertensién se ha convertido en un importante tema de
estudio debido a su alta prevalecia y a las complicaciones que esta patologia genera.
Es asi como el NO" se ha convertido en un blanco de estudio, debido a la importancia
que tiene tanto en la regulacion del tono vascular como en la regulacién del
metabolismo mitocondrial (principal fuente de energia de las células aerobias)
(Marletta, 1993, Lépez-Figueroa et al., 2000).

Por otra parte, estudios recientes han sugerido una disminucién en la actividad
de NOSmt durante la hipertensién, lo cual podria afectar el efecto regulador que tiene
el NO’ sobre la sintesis de ATP (Aguilera-Aguirre et al., 2002; Calderén-Cortés et al.,
2006).

Debido a que el Ca®* es uno de los cofactores mas importantes para la
actividad de la NOSmt fue importante estudiar el transporte mitocondrial y la
concentracion de este cation durante la hipertension, con el objetivo de determinar si
una deficiencia en su concentracion pudiera explicar la disminucion en la actividad de
la NOSmt en mitocondrias de cerebro de ratas, siendo el cerebro uno de los

principales érganos blanco de la hipertension.

Los resultados del presente trabajo mostraron una disminucion en la captacion
y en los niveles de Ca?* en mitocondrias de cerebro de ratas SHR de 1y 7 meses de
edad, asi como en ratas WKY de 7 meses de edad. Debido a que la captacion de
Ca’* es dependiente del AY generado en la cadena respiratoria, fue importante
determinar si la funcionalidad mitocondrial se encuentra afectada en mitocondrias de
ratas hipertensas, lo cual podria explicar la disminucion en la concentracion de Ca?*
mitocondrial.

La disminucion en la actividad del complejo IV y en el AY observada en ratas
SHR de 1y 7 meses, asi como en las ratas WKY de 7 meses de edad, indican una
funcionalidad mitocondrial alterada en cerebro, lo cual podria afectar la concentracion
de Ca?"y la actividad de la NOSmt dependiente de Ca?".
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En adicion, se considerd importante investigar si la disfuncidon mitocondrial en
hipertension descrita en mitocondrias de cerebro podria estar asociada a una
sensibilidad disminuida del complejo IV al NO’, lo cual podria reflejar una alteracion
en el sitio catalitico de esta enzima. Para corroborar esta hipotesis, se midio la
sensibilidad del complejo IV de mitocondrias de higado y de rifion a la inhibicidon por
KCN (CN") y NO'.

Con respecto a la susceptibilidad del complejo IV al NO" y al CN™ en los
diferentes érganos se observé que las mitocondrias de cerebro de ratas normotensas
de 1 y 7 meses de edad fueron las mas susceptibles a la inhibicién por ambos
inhibidores, sin embargo esta susceptibilidad se afecto en ratas hipertensas ya que
las mitocondrias de riiidn fueron las mas susceptibles a la inhibicion tanto por NO’
como por CN'. Estos resultados nos sugieren una regulacion diferencial de la cadena
respiratoria a nivel del complejo IV, en mitocondrias de ratas normotensas que puede
cambiar con la hipertension. Lo anterior podria estar relacionado con un ensamble
defectuoso de este complejo reportado recientemente en mitocondrias de cerebro de
ratas hipertensas (Lopez-Campistrous et al., 2008), lo cual podria a su vez afectar la
conformacién del centro binuclear Cug/citocromo as y contribuir con la
susceptibilidad disminuida al NO" y al CN". Esto ultimo podria afectar el efecto
regulador del NO' sobre la cadena respiratoria, debido a que se requieren
concentraciones altas de NO' para inhibir el complejo IV; sin embargo debido a que
las concentraciones de Ca®" intramitocondrial se ven afectadas por una disfuncion
mitocondrial durante hipertension, la actividad de la NOSmt podria verse
comprometida y por lo tanto disminuir la sintesis de NO" y afectar asi la regulacion de

la cadena respiratoria.

Por ultimo, los resultados de la actividad del complejo IV en mitocondrias de
higado y rifion de ratas mostraron una diferencia entre los dos 6rganos en cuanto a
la actividad basal del complejo IV durante la hipertension. La actividad de este
complejo en las mitocondrias de higado y riidn también se afecta durante la

hipertension y con la edad (Figs. 1y 2).
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8.1. MODELO PROPUESTO

El presente modelo propone una explicacion de como la concentracion de
Ca" puede disminuir en mitocondrias de cerebro de ratas hipertensas, y por lo tanto,
disminuir la actividad de la NOSmt como se reportdé con anterioridad (Calderon-
Cortés et al., 2006). EI NADH y FADH, son oxidados en los complejos | y Il de la
cadena transportadora de electrones (CTE). Las reacciones redox que ocurren
durante el transporte de electrones estan acopladas al bombeo vectorial de protones
hacia el espacio intermembranal, generando el potencial de membrana (A¥) que es
utilizado, tanto para la sintesis de ATP como para la entrada de ciertos cationes
como el Ca?*. El aumento en la concentracion intramitocondrial de Ca®* activa la
actividad de la NOSmt [1]. EI NO® producido por la NOSmt es un inhibidor
competitivo del complejo IV de la CTE [2]. Por lo tanto, la inhibicion del flujo de
electrones a través de la cadena por el NO® disminuye el AY y, como consecuencia,
la sintesis de ATP. En la hipertensidn, el metabolismo mitocondrial en cerebro podria
estar alterado debido a una disminucién en la actividad de las enzimas de la CTE, en
especifico, de la citocromo ¢ oxidasa, cuya actividad resulté disminuida en ratas SHR
de 7 meses [3] (articulo: figuras 6d y 7), disminuyendo al mismo tiempo el
potencial de AV [4] (articulo: figuras 5) y por lo tanto, la entrada de Ca®* a la
mitocondria [5] (articulo: figuras 1b y 3). En el caso de las mitocondrias de ratas
SHR jovenes, donde no se observéd una disminucion en la actividad del complejo IV,
otro de los complejos de la cadena respiratoria puede verse afectado (Lopez-
Campistrous et al., 2008) y asi contribuir a la disminucion en el AY que fue
encontrado en mitocondrias de ratas SHR de 1 mes. Una disminuciéon en la
concentracion de Ca®" intramitocondrial durante este proceso patolégico podria
afectar la actividad de NOSmt [6] y disminuir la concentracion de NO®, lo cual podria
a su vez afectar la regulacién de la CTE y la fosforilacion oxidativa. Por lo tanto, la
hipertension podria dafar progresivamente el metabolismo energético mitocondrial
del cerebro, llevando a una disfuncién mitocondrial progresiva, lo cual culminaria con

muerte celular neuronal.

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 58



INFLUENCIA DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA MITOCONDRIAL

EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION

"JWSON B| ©p PEPIANDE B| ISk opejosje ‘+Ze) ap uoiorideo e| us ugionuiwsip e| e JeAs|| apand |end o] ‘eliojelidss. euspeo g
ap sole|dwoo so| 8p oun ap PEpPIAIIOE B| U UQIONUIWSIP B| B OPIgap [eLIPUOD0NW UQIoUNISIp ap esned Jas apand ugisusuadiy
e -uoisuauadiy e| djueinp ejel dp 0I(oI9D UD [eLIPUOIOW owsijogelsw |[9p ojsandoid ojepo| ‘p| eanbig

uopnuiwsIq é
uoroenwisy ——ED
uonIqIyu———@ |0S0}D

oueq ....:......-.MHHW

BUIS)XD BURIQUISI

00080084 000000 000000 00000000 0 0008500 0504000500 0000 00000 0000001000000 0004 000000

|eueiquiawaadjul oloedsy

Hdv

doacoactons
IVIRIANODOLIN =__ euJajul
NOIONN4dSIa MWH_ 0se8e eueiquidy

‘Hav4d

+av4d

" zujep

AV P |iv]

NOISN31d3dIH

1IIQB-UMSNH

_._._._._._.E_L.IiA_BErH_(.:)_A.LBE_RC_’)N_(.:_O.R_T.E_S._._._._._._._._._._._‘_._._._._._._._._._._._._._._._._._._._._._._._._._,_._._



INFLUENCIA DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA MITOCONDRIAL
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION

9. CONCLUSIONES

e La hipertension asociada con la edad, afectd la funcidon mitocondrial en
cerebro, causando una alteracién en el metabolismo de Ca** y afectando la
actividad de la NOSmt.

e La hipertension, afectd la susceptibilidad del complejo IV a la inhibicion por

NO® en mitocondrias de cerebro de rata.

e La hipertension, afect6 la actividad del complejo IV en mitocondrias de higado
y rindn de rata, lo que contribuyd a que se presente una susceptibilidad

diferencial a la inhibicion del NO°®.
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Sunmary. Nitric oxide (INO®) plays an important role in various physio-
logical processes. The aim of the present study was to investigate if brain
mitochondrial nitric oxdde synthage (mNOS) is active and functional
during hypertension. L-citmilline production, an indicator of nitric oxide
synthesis, was concenfrafion -dependent on L-arginine in all sfrains and all
ages tested, and was inhibited by 7-Mitrcindazole {7-WNI). Brain mitochon -
dria of 1 month-old (prehypertensive) spontaneously hypeitensive rats
(SHR) eshibited a significantly (p-<Q.03) low basal L-citrulline content
as compared to age-matched Wigar (W) and Wistar-Eyoto (WEY) rats.
Lcitulline synthesis in SHR rafs showed a significant (p<{.01) low
response (o L-arginine in 3 and 7 months-old rats. Respiratory raftes in
states 3 and 4 increased with low Learginine concenfrafion in all strains
and all ages. The results suggest that in rat brain mitochondria, L-citilline
synthesis is constant once age-related hypertension is installed and NO*
does not regulate cddafive phosphorylation.

Keywords: bMitochondrial L-citruliine — Fat brain — Spontanemisly
hyperfensive rats — Aging — L-Arginine — MNifric oxide gyntiase

Introduction

In the last few vears a number of reports appeared show-
ing that a putatively new isoform of nitric oxide synthase
(NOS) occurs inside rat liver mitochondma {mtNOS)
(Ghafourifar and Richier, 1997, Giulivi et al, 199§;
Tatoyan and Giulivi, 1998). Iis activity has been also de-
tected im mitochondria from brain, heart and kidney
(Tatoyan and Giulivi, 1998; French et al., 2001; Kanai
et al., 2001; Lacza et al.,, 2001, Manzo-Avalos et al.,
2002; Aguilera-Aguirre et al., 2002). However, in very re-
cent repocts mNOS has been 1dentified as brain NOSa
sugzesting the existence of a new pathway (Kanai et al.,
2001; Elfering et al., 2002). Mitochondrial nitric oxide

ELIZABETH CALDERON CORTES

(NO" poduction has been involved in modulstion of
several organelle functions, such as transmembrane poten-
tial and matrix pH, inhibition of respiration by competi-
tive inhibition with oxygen in cytochrome ¢ oxidase, mnhi-
bition of ATP synthesis, permeability transition pore
(PTF) opening, apoptosis and cell death (Giulivi et al.,
1998, Ghafourifar and Richter, 1999; Ghafourifar et al.,
1999; Shiva et al.,, 2001; Aguilera-Aguirre et al, 2002;
Saavedra-Molina et al., 2003). During aging and hyper-
tension, activation of endothelial cells produce and release
contractile factors that affect the relaxing physiclogical
action of NO* (Nakahara et al, 1998, Taddei et al.,
1998), and affect NOS expression (Chou et al., 1998).
Since the enzyme has been localized in the inner mito-
chondrial membrane (Elfering et al., 2002), it has become
important to search for its role in different physiological
and pathological conditions. In this regard, previous data
have shown that basal mtNOS activity has no physiologi-
cal relevance in porcine hearl (French et al., 2001), but
it regulaies several mitochondmal funcdons in the rat
{Ghafourifar and Richter, 1597; Giultvi etal., 1998, Tatoyan
and Ginlivi, 1998; Ghafourifar and Richter, 1999;
Ghafourifar et al., 1999; Aguilera-Aguirre et al., 2002).
These miNOS-modulating events have been implicated
in disease states such as hypertension (Aguilera-Aguirre
et al., 2002), hypoxia (Shiva et al., 2001) and a natural
process: development (Riobé et al., 2002), The aim of the
present repart was to characterize NO® production, as L-
citrulline formation, and to determine its influence in the
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T4

respiratory rate mn rat brain mitochondria, both in the nor-
mal state and during hypertension. In addition, the influ-
ence aging has in this conditton was explored.

Materials and methods

Chemicals

All reagents and substances were from Sigma Chemical Co. (5t. Louis,
MO, USA).

Biological materials

Male Wistar (W), normotensive genetic control Wistar-Eyoto (WEY) and
spontaneously hypertensive rafs (SHR) of 1, 3 and 7 months of age were
fed wf Hbinen and kept under confrolled conditions of light:darkness in
our animal facilities. All animal procedures were conducted in accordance
with our Federal Regulations for the Use and Care of Animals (NOR-082-
Z0O0-1999, Ministry of Agriculture, México), and were approved by the
Institutional Committee of the Univerddad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo, for the use of animals. Systolic blood pressure was determined
by plethysmography, vielding values of 134 £ 3 and 122 + 3 mmHg

1 MONTH OLD RATS

E. Calderdn-Cortés ot al.

(WEY) and 1833+ 5 and 203 £ 14mmHg (SHR), for 3 and 7 month-
old rats, respectively. At 1 month of age rats from all strains were norme-
tensive. In experiments with young rafs, the brains from 4 animals were
poaled.

Brain mitochondria were isolated by differenfial centrifugafion in a
Percoll gradient as described (Thakar and Hassan, 1988; Sims, 1900).
Briefly, rats were decapitated and the brain was extracted and placed in
a cold medium that contained 210 mb mamnitol, 7OmM sucrose, 1miv
EGTA, 0.5% bavine serum abumin, 10mM MCPS (pH 7.4). Brain was
homogenized marally in a glass homogenizer and centrifuged at 400 = g;
the supermatant was centrifuged at 2000 x g. Centrifugafions were carried
out for 10min at 4°C. The pellet was resuspended in 15% Percoll and
placed in a discontinuous gradient of Percoll (23% and 40%). The gradient
was cenfrifuged at 30,700 % g, during £ min, band 3 was extracted, diluted
1:4, centrifuged and washed at 16,700 = g in the isolafion medium added
with0.59% bovine serum albumin, following centrifugation at 6,900 = g for
10min. Mitochondral protein concentration was measured by a dlight
modification of the biuret reaction (Gornall ot al., 1949,

L-Citrulline synthesis

L-Cifrulline production was determined as described (Enipp and Vasak,
20000 in a medinm that contained 190mM mannitol, 5 md KHPO,,
15mM KCl, 3mM MgCls, 1 miM EGTA, 10mM MOPS (pH 7.4), plus
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’I‘ ’I‘ ﬂ [Arg) 50, 250 and 1000 @3 in the medium as described in Materials and methods.
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10mM succinate and 2 b rotenone. Brain mitochondria were incubated
1h at 30°C, in a shaking bath (30rpm), in the presence of the nitric oxide
synthase cofactors 0.1mM NADPH, 10uM tefrabiydrobiopterin, 5 b
FAD?Y and 40pM CaCl, and 50, 250 or 1000 g of the substrate L-
arginine, with or without 100 M 7-Witroindazole (7-I91). Basal vabies of
Litrulline were obtained with endogenous L-arginine. L-Citrulline was
gquantified in a Perkin-Elmer Lambda 10 spectrophotometer at 530nm
using a calibrafion curve.

Mitochondrial respiration

Oxygen consumpfion was measured in a chamber fitted with a Clark-type
oxygen electrode. The incubafion buffer contained 210md mannitol,
TOmM sucrose, 0.5mdM EGTA, 10mM K HPO, and 10mdM MOPS
(pH 7.4), plus respiration substrate (10 mb succinate and 2 g rotenone).
State 3 was obtained by adding 300 pMM ADP. Different concentrafions of

Brain mitochondrial L-citnilline in hypertension 73
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L-arginine were used to determine the effect of NO® in mitochondrial
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Values represent the mean £ SEM from 3-17 animals. Data were sub-
jected to Student’s ¢ test to determine the statistical significance (p < 0.05).

Results

L-Cirrulline determination

Nitric oxide synthase catalyze the oxidation of L-arginine
to L-citrulline and NO®. Therefore, the production of
L-citrulline is used as an indirect determination of NO®.
In this work, we studied the effect of the stimulation
and inhibition of the synthesis of L-citrulline by the addi-
tion of the substrate L-arginine, and the NOS noncom-
petitive inhibitor 7-NI, respectively. Figure 1 shows the
results of L-citulline production in the three rat strains
of different ages. Wistar, WKY and SHR rat brain mito-
chondria from 1 month-old rats exhibited L-arginine
concentration-dependent L-citrulline synthesis (Fig. 1A).
Wistar basal value was 7 +1nmol L-citrulline/mg
prot/h, which increased to 16 &+ 2nmol L-citrulline /mg
prot/h (p<0.05), at 1mM L-arginine. However, in
WKY brain mitochondria the basal value of L-citrulline
was 8 £4nmol/mg prot/h., which increased s=4 times
(33 £3nmol/mg prot/h, p<0.05), in the presence of
1mM of L-arginine. In contrast, a very low basal value
of L-citrulline (0.53 nmol/mg prot/h), which was signifi-
cantly different (p<0.05) to the other strains, was ob-
tained in SHR brain mitochondria (Fig. 1A). However,
these mitochondria also exhibited a significant (p < 0.01)
concentration-dependent response to L-arginine (up to
15 nmol/mg prot/h at 1 mM substrate).

In Fig. 1B and C L-citrulline values for 3 and 7 month-
old rats are shown. These results also showed an L-argi-
nine concentration-dependent increase in L-citrulline for-

ELIZABETH CALDERON CORTES

[ Iw B WKY [ ]SHR

Fig.2. Mitochondrial citrulline synthess in rat brain at different ages in
the presence of 7-Nitroindazole. Mitochondrial protein (1mg/ml) was
incubated {7-WI) 100 M in the medium as described in Materials and
methods. W, Wistar; WRY, Wistar-Kyoto; SHR, Spontaneously hyperten-
dve rats. Results are the means £+ SEM of 4-10 different animals.
*p <105, **p=<0.01 vs. basal values

mation. Basal L-citrulline values were 7 and 8nmol /mg
prot/h in 3 and 7 months old rats, respectively (Fig. 1B
and C). L-Citrulline synthesis increased to 20 +2 (W),
26 £2 (WKY) and 22 £4nmol/mg prot/h (SHR) in rats
of 3 months of age, in the presence of 1 mM L-arginine
(Fiz. 1B). While in older rats the values found were 17 £3
(W), 25+5 (WKY) and 19+ 2nmol L-citrulline/mg
prot/h (SHR) with 1mM of L-arginine (Fig. 1C). These
results show that there are not differences between rat
strains at these ages (Fig. 1B and C). SHR of 3 and 7
months of age increased basal L-citrulline values with
respect to 1 month old (Fig. 1A-C).

The activity of mtNOS was assayed in the presence of
7-Nitroindazole, which is a noncompetitive inhibitor of
NOS with high selectivity for the brain aNOS enzyme
(Wolff et al., 1994). The results showed an inhibiton of
basal values of L-citrulline in the three ages and the three
rat strains of 20-30% (p <0.05) (Fig. 2).

Mitochondrial respiration

Nitric oxide canregulate oxygen consumption (Ghafourifar
and Richter, 1997). Therefore, it was important to know
its effect on this mitochondrial function in rat brain.
Oxygen consumption was determined in the presence
of different concentrations of L-arginine and 7-NL. In
Fig. 3A-C, oxygen consumption values in states 3 and 4
in W, WKY and SHR rats of 1 month of age, are
shown. Oxygen consumption in Wistar rats increased in
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the presence of 50 and 250 M of L-arginine (Fig. 3A).
Simitlar results were observed in WKY rats, where oxygen
consumption basal value was 504 & 200 nat/mg prot/min
and increased to 1773+ 58 and 1834 +179nat/mg
prot/min in the presence of 50 and 250 uM of L-arginine,
respectively, in state 3 (Fig. 3B). Basal oxygen con-
sumption was 86 £39nat/mg prot/min, while 50 and
250 pM  L-arginine increased to 401+ 72nat/mg
prot/min, in state 4 (Fig. 3B). The increase in oxygen
consumption also was observed in states 3 and 4 for
SHR rats (Fig. 3C).

On the other hand, 7-NI inhibited oxygen consumption
in states 3 and 4 in the three rat strains at 1 month of age.
This inhibition was 60-70% in state 3 and 58-72% in
state 4 (Fig. 3A-C).

Similar results were observed in 3 month-old Wistar
rats, with an increase in oXygen consumption in both,
states 3 and 4 and also the respiratory rate was inhibited
by 7-NI (Fig. 4A).

Results obtained in 3 month-old WKY and SHR rats
showed an increase in the respiratory rate in the presence
of 50 pM L-arginine (Fig. 4B and C). Basal values were
663 £+ 104 and 124 % 25 nat/mg prot/min in states 3 and
4, respectively, for WKY rats while they increased to
883 £159 and 262 £ 51 nat/mg prot/min in state 3 and
4 with 50 pM L-arginine. In SHR rats an increase in oxy-
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gen consumption was observed in states 3 and 4, with that
L-arginine concentration however, there was a decrease
with higher substrate concentrations (Fig. 4C).

Under basal conditions, 7-NI inhibited oxygen con-
sumption in states 3 and 4 in all rat strains of 3 months
of age. This inhthition was smaller in 1 month old rats
(Fig. 4A-(C).

In 7 months old rats an increase in state 3 was observed
only at 1 mM L-arginine, with no changes at lower con-
centrations of the substrate. In these rats 7-NI increased
oxygen consumption in all strains (Fig. SA-C).

Table 1 shows the respiratory control ratio (RCR),
where basal values of RCR were 4-8, which corroborate
the integrity and functionality of rat brain mitochondria.
These results show a decrease of RCR in the presence of
L-arginine and 7-NI. This effect was more pronounced in
7 month-old rats of all strains. In Wistar rats RCR dimin-
ished to 68, 55 and 46% with 50, 250 and 1000pM
L-arginine, respectively. When 7-NI was used the RCR
value was diminished to 23%, with respect to control.

WKY rats (7 month-old) decreased their RCR with
L-arginine (85, 71 and 86% with 50, 250 and 1000 pM,
respectively) and 29% in the presence of 7-NL In SHR of
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Fig. 5. Effect of L-Arginine and 7-NI on mitochondrial respirafion in
7 month-old rats. Oxygen uptake of purified mitochondrial in rat
brain of different strains. Mitochondrial protein (0.5 mg /ml) was incu-
bated in the presence of different concentrations of L-arginine (Arg), 50,
250 and 1000 gM, and 10040 7-II in the medium as described in
Materials and methods. A, Wistar; B, WKY; C, SHR rats. Results are
the means + SEM of 4-10 different animals. *p<0.05, *p <0.01 vs.
basal
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sarmne age, the diminuton in RCR were 78, 58 and 29%
with 250 and 1000 M L-arginine and 7-NI, respectively.

LlE
32338 £ Discnssion
HHHHH =
R o 2 Nitric oxide 13 an important molecule generated in many
-‘g organisms. Because of its effects on neurotransmission,
g vasodilatation, Immune responses, modulation of respira-
g o *; i § tion and mitochondrial pH, among others (Giulivi et al.,
g g g g j uﬂ & 1998; Tatoyan and Giulivi, 1998; Lopez-Figueroa et al.,
Sl | e g 2000; Orsi et al., 2000; Ghafourifar et al., 2001; Saavedra-
g § Mbolina et al, 2003), NO" has become a target for
é v g e % research. NO® production and function is altered in patho-
b TR InI 2 logical conditions, such as diabetes and hypertension.
§ R B Rl B = Hypertension is recognized as an important risk factor
= for cerebral stroke (Bordet et al., 2000, Marin et al., 2000),
8 which 15 a key reason for intense research, part of which is
R 3 focused in this work Our results show that the production
TRI WG % of intramitochondrial NO* could be affected in hyperten-
U 5 s et E sion and could influence mitochondrial metabolism.
\?] Riobd et al. (2002) found that basal producton of L-
] chtrulline in 1 month old Wistar rats was =1.25nmol /mg
- < 36; S TN ’? prot/h, while we found 7-8nmol/mg prot/h in W and
é TR ¥ WKY, and 0.53nmol/mg prot/h in SHR. These results
Bl |GdnEnd 5 suggest that miNOS activity is diminished in the first
4 f'; stages of hypertension progression, but once hypertension
g 2B _ is established (3 and 7 month-old) mtNOS activity is
o e minty | W E % recovered, and NO* synthesis increased perhaps to offset
§ il I 3 2 the damage produced by the pathology.
Bl ~|SF<<da | 58 F In intact rat brain mitochondria L-citrulline synthesis
- E E = was minor than other reports, despite age and strain. In
%u , E § “g‘ those studies basal miNOS activity values were 31.2,
k N i | 3:.3 Tﬁ 61.2, and 62.4nmol /mg prot/h for rat liver, kidney and
_‘E 3 " ; ; 3 Lg g % heart mitochondria, respectively (Ghafourifar and Richter,
8 o aEnee g % g 1997, Aguilera-Aguirre et al., 2002). Our results are com-
g " A 5 parable with those obtained in 3 month-old mice brain and
g‘ g : § E pig heart at the same age (2.0 y 13.6nmol citrulline /mg
g | & emend | EY s prot/h, respectively).
4 'é HHHHH _g 5 245 7-Nitraindazole (7-NI) a nNOS specific noncompetitive
; g ;g I I I ..E % E_E inhil?it?r (“Tl?lff e‘t al., 199j4], decreased L-‘cittu]line syn-
sl 3| E 2F 27 thesis in brain mitochondria of all rat strains at all ages
g S 3 - o o ‘é E S8 tested. Results demonstrated that L-citrulline synthesis
E a é 3 3 3 3 3 ;‘g é é was mtNOS catalyzed, furthermore, it corroborates that
'En glEg|_|wgnnz |3 Qﬁ, ;é Y thO-S ‘IsanNIOS (Kanai et al., 2001; Elfering et al,,2092),
E % g 3 g NO® iz considered to have a regulator effect on respira-
8 E iz E tion, by mhibiting oxygen consumption, both in liver and
E § g E u, ; f kidney (Brown and Borutaité, 2002; Ghafourifar and
:J_ % = ® },‘33 é - g _?—; % § z Richter, 1997; Giulivi et al., 1998), but not in porcine
:E é = g g = ® 2 E E‘ % heart mitochondria where it has no effect on respiration
16 3 SINIE |FAEEF (French et al., 2001). However, in brain mitochondria we
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found a four-fold increase in oxygen consumption in both
respiratory states, in all conditions tested. This effect was
more evident in young WKY and SHR with 50 and
250 M L-arginine; while other authors found a NO® in-
hibitory action at 1 mM L-arginine in intact liver rat mito-
chondria (Ghafourifar and Richter, 1997). Our data reveal
that oxygen uptake was not inhibited by NO® in rat brain
mitochondria, but rather it increased, suggesting an
uncoupling of mitachondrial respiration. In this regard,
some authors reported that peroxynitrite (ONOO-), an
oxidant agent of the reaction of NO* and supetoxide anion
(0, 7), forms rapidly and can stimulate proton leak
through the mitochondrial inner membrane, which could
be responsible for this effect (Ghafourifar et al., 2001,
Brown and Borutaite, 2002; Radi et al., 2002).

Since nNOS iz a multifunctional enzyme that catalyzes
02~ synthesis in significative amounts, under BH, and L-
arginine non-saturating conditions (Mayer and Hermmens,
1957) and mtNOS is a post-translational modification of
aNOS (Kanad et al., 2001; Elfering et al., 2002; Giulivi,
2003), then mtNGS could produce Oz~ with low L-argi-
nine concentrations (50 and 250 M), Our results agree
with the contention that peroxynitrite could uncouple
mitochondrial respiration, and increase oxXygen uptake.

On the other hand, because 7-NI inhibited the oxygen
uptake in states 3 and 4 in all conditions tested, we sug-
zest that 7-NTI acts as an inhibitor of the respiratary chain,
probably by binding to hemo group of complex IIT or IV of
the respiratory chain, since 7-NI is a noncompetitive in-
hibitor at the hemo group of NOS (Wolff et al., 1594).

Other important mdicator of mutochondnal function 1s
RCER, where typical values in rat liver coupled mitochon-
dria are 3-15 (Sims, 1990; Giulivi et al., 1998; Thakar
and Hassgan, 1988). Our RCR values were in that range
(4-8), mdicating an adequate mitochondrial function,
however, others have reported that NO® inhibits respira-
tion and consequently RCR in rat liver mitochondria
(Giulivi et al., 1998; Saavedra-Molina et al., 2003). Even
though we observed an inhibition in RCR with L-arginine,
1t 18 not attributed ta NO®, sines it decreased the oxygen
consumption rate; rather, inhibition in RCR could be due
to uncoupling of the respiratory chain, because RCR
decreased and oxygen consumption increased. A higher
effect was observed as the amimal ages (7 month-old).
Aging i3 a process that embrace physiological changes
occurring during life-time, resulting in a diminished func-
tional capacity of the organism that can be produced by
different environmental factors, where free radicals are
the mast important. Oxidative damage in mitachondria
plays an important role in aging, because the organelle

ELIZABETH CALDERON CORTES

18 a source of reactive oXypgen specieg, and an increased
production favours aging. Op ™ itself or in combinations
with other free radicals can cause oxidative stress to mito-
chondria (Nakahara et al., 1998; Sarkela et al., 2001).

Conclusions

Our results suggest that basal production of NO* in rat
brain mitochondria is not sufficient for regulate oxidative
phosphorylation, and show the importance NO® has in
different conditions, like hypertension and aging, having
spectfic tssue effects.
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Resumen

Eldxido nitrico es unamolécula bioldgicamente activa gue desermpefia un important e
papel en diversos procesos fisioldoicos cormo son la nedrotransmision, 1a respuesta
inmuney lavasodilatacion. El propdsito de estetrabajo fue imvestigar sila dxido nitrico
sintasa mitocondrial (MOSmd) de cerebro de rata es activay funcional durante la hi
pertensian. La sintesis de citruling, asi cormolavelocidad de consumo de oxigeno fue
ron estudiados en ratas espontaneamente hipertensas (SHRD. Las ratas Wistar 000,
Wistar-kyato WYY control genético normotensoy las SHR fueron usadas para de
terminar laformacidn de citrlinarelacionada con laedad comounindicativode la sine
tesis de deido nitrico. La produccion de dxido nittico fue dependiente de la
concentracion de L-arginina entodas las cepasy edades wtilzadas; asi mismo, fuein
hikida par el ¥-Ritroindazol (F-RID. Las mitocondrias de cerebro de ratas SHR de 1
res de edad (prehipetensas) presentaron una produciin basal de citruling signific s

Clerncia Micolaita Mo. 40 a1 BEril de 2005
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Caract erizacidnfuncional de |a dxido nitico sirntasza ..

tivarmente menor {p=0.09) comparada con las ratas Wy Wikl de la misma edad. La
sintesisdecitruling en lasratas SHRE de 3y 7 meses de edad presentanunabsaja res
puesta a L-ardinina (p=0.01). Lavelocidad respirataria en estado 3y estado 4 aumerrs
td en presencia de bajas concertraciones de L-argining entodas las cepasy todas |85
edades. Bl 7-Mlinhikid la sintesis de citruling en todas las cepas. Los resutados su-
gieren que en rritocondrias de cerebro de rata, & sintesis de citruling es constante
uhaves gue la hipertension se presenta con relacion & la edad. El dxido nitrico no re-
gula la fosforilacion o idativa,

Pafabwras dave Sintesisde L-citruling mitocondrial, cerebro de rata, L-argining, ratas
espontaneamente hipertensas, dxido nitrico sintasa mitocondrial,

Abstract

Mitric axide (MO=) is a biologically active malecule that plays an important rale in v
rious phy siological processes suchas neurotransmission, immune responses and va
sodilatation. The aim of the present study was to investigate whether brain
mitachondrial nitric axide synthase (mitkl05) isadive and functional during by perters
sion. [ntramitochondrial citruliine syrthesis aswell as the rates of oxyoen consumpr
tionwas studied in spontaneausly by pertensive rats (SHE. Wistar 040, normotensive
genetic caontrolWistar-Fyoto dEYY and SHR ratswere used todetermine age-related
citrulline farmation, an indicatar of nitric oxide synthesis.

L-citrulline productionwas concentration-dependert on L-arginine in all strains and all
ages tested, and was inhibited by T-Mitroindazole {-mIy. Brain mitochondria of 1
rmonthrald (prefypertensivel SHE rats exhibited a significantly (p=0.0% o basal
L-citrulling content a5 compared to age-matched W and Wi L-citrulline synthesizin
SHR rats showed a significantly {p=0.01) low response to L-argining in 3 and 7
rmanths-old rats. Respiratory ratesin states 3and 4 increased swith [ow: L-arginine core
centration in all strains and all ages. =K inhibited L-citralline synthesis in all strains.
The results sugiest that in rat brain mitochondria, L-citrulline srnthesis is constant
ohce age-related bypertension is installed and MO does nat regulate the oxidative
phosphorylation.

Key words: Mitochondrial L-citrulling, rat brain, spontaneously hypertensive rats,
aging, L-argining, nitric oxide synthase.

Introduccion

Recientermente, se demostrd en mitocondrias de higado de rata la presencia de una
niuey A isoforma de la dido nitrico sintasa (NOS) (Gialietal, 1998 Tatoyany Gialivi, 1998);
sin ernbargo, su actividad tarrbién ha sido detectads en mitocondrias de cerebro, corazdny
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rifidn (Tatoyany Giulked, 1998; Frenchetal, 2001; Kanaietal, 2001; Lacza etal., 2001; Marr
Zo-Avalosetal, 2002 Aguilers-douirre et al, 2002, Bl dxido nitrico (MO funciona cormo un
neurotranstrisor y newrormodulador en el sisterra nervioso central v periférico (Garrmie et
al., 20000, Losefectos de MO* en el tonovascular sanguineoy en la funcidn neuronal son la
base para la regulacidn de importtantes funciones neuroendocrinasy de comportamiento
(Garmmie et al., 20000, Reportes recientes hanidentificado ala deido nitrico sintasa mitocon
drial (MOSmt) como una isofonma de la NOS nedronal (MOSe), 1o cual ha sugerido la exis
tencia de una nueva via (Kanai et al., 2001; Elfering et al, 2002, La produccidn de dxido
nitrico en mitocondrias ha sido involucrada en la regulacion de diversas funcione s metabolk
casen larmitocondriz; tales cormo, potencial de membrana, pH mitocondrial, regulacion de |3
respiracion porinkibician competitiva con el i geno enla citocromo o oxidasa, inhibicion de
la sintesisde ATP, apertura del poro detransicion de perrmeabilidad, apoptosisy muerte ce
lular (Gilivi et al., 19593, G hafourifar v Richter, 1998 Ghafourifar et al.,, 19959, Shiva et al.,
2001; Aguilers-Aouirre et &, 2002 Saavedra-mMoling etal., 2003, Durartela hipertensiony
elenvejeciriento, la activacidnde células endoteliales produce v likera factores contractiles
gue afectan la accidn fisioldgica relajante del MO (Makshara et al, 1998 Taddei et al.,
1998y, v afecta la expresian de la NOS (Chou et al, 1998 A partir de gque se localizd 1a
MOSt enlamermbrana mitocondrial interna (Elfering et al., 20023, este hallazgo se conviric
enun blanco para la imvestigacion en relacidn a su papel diferencial en condicionesfisioldok
casy patofisioldgicas. Al respecto, datos previos han mostrado gue la actividad basal de |3
MOSHt no tiene relevancia fisioldgica en corazaon de cerdo (French etal., 2001%; gn errbar
oo, ega enzima regula diversas funciones mitocondriales en rata (Ghafourifary Richter et
al, 1987, Gidlivietal, 1998 Tatovany Gidlivi, 1993, Ghafourifary Richter, 18999, G hafourifar
etal, 1999 Aguilera-Aguirre et al., 2002, Diversos eventos patoldgicos han sido implicados
en la regulacidn de la NOSH tales como la hiperension (aouilers-Aguiree et &, 20020y 13
hipokia (Shivaetal., 2001y en procesosnaturales como el desarrollo (Riokd etal., 20020, El
proposito del presente trabajo fue caracterizar la produccion de MC* como formacidn de ck
trulinia, y determinar su influencia en la velocidad respiratona enmitocondrias de cerebro de
rata en estado normaly durante la hipertension, asi cormo la influencia gque tiene ks edad en
gsta condicidn.

MIateriales y Metodos

Substancias guimicas

Todos los reactivosy substancias utilizadasfueron adguiridas de Sigma Chemical So.
(5t Louis, MO, EE.LLLY.

Materiales hiologicos
Se wilzaron ratas macho Wistar 000, ratas normotensas genéticamente Wis
tar-kKyoto WWEN )y ratas espontaneamernt e hipetensas (SHRY de 1, 3y T meses deedad, alk
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mentadas s odun, que se mantuvieron en condiciones controladas de luz:oscuridad en el
hicterio del Instituto de Investigaciones @ uirmico-Bioldgicas. Se utilizd la norrma reglaments
tia para el uso de animales expedida porla Secretaria de Agricultura, en el parrafo de la Re
gulacidn Federal para el Uso vy Cuidado de Animales (MOM-052-Z00-1999. Esta
investigacion fue aprobada adermas, porel Comité Institucional Para el Uso de Animales de
la Universidad Michoacana de San Micolas de Hidalgo, La presidn arterial se midid conun
pletismigrafo, ohteniéndosevalores de 134 £ 3y 122 £ 3rmmHy WV v 182 £ 5y 203 £14
mimHo (SHE), para lasratasde 3y 7 meses de edad, respectivamente. Lasratasde 1 mes
de edad de todas las cepasfueron normotensas. Enlosexperimentas con ratas jdvenes, se
Wilizaron en forma conjurta los cerebros de cuatro ratas.

Las mitocondrias de cerebro se sislaron de la parte artero superior del encéfalo por
centrifugacion diferencial enun gradiente de Percoll, cormo se describid (Thakary Hassan,
1988; Sims, 19900 De manera breve, lasratas se decapitaron, se extrajo el cerebro, el cual
se puso en medio de sislamiento frio que cortenia 210 m de rranitol, 70 mi de sacarsa,
1M de EGTA Etilen glicol-bis(p-arrinoetil eten B, B A7 N et raacetato), 0.5% de albdming
de suera baving, 10 mid de MOPS {(4-Morfaling- propanosulfonato) (pH 740 El cerehro se
hotmogenizd rranualmente en un homogenizador de vidio, se centrifugd 2 400% gy el so-
brenadante se centrifugda 9,000 g Las centrifugaciones serealzaron por 1 0mina 4°C. El
sedimento se resuspendid en Percoll 5l 19% y se aplicd enun gradiente discontinuo de Per-
coll (23%y 409%). El gradiente se centrifugd & 30,700 o durante & min; latercera bands del
tubo de gradiente se extrajo, se diluyd 1:4 con medio de aistamientoy se centrifugd 216,700
% o enel medio de sislamiento, afiadido con 0.5% de albdming de suero bovino, seouido de
una centrifugacion & B 900 g por 10 min. La concentracidn de proteina mitocondrial se de-
terrmind mediante la reaccidn de biuret, con ligeras modificaciones (Gornall et al., 1949).

Sintecic de L-citrulina

La produceion de L-citruling se determrind como se describe en Knippy Wasak (2000
en un redio gue contenia 190 bl de rranitol, 5 mbd de kKHzP Oy 15 mkd de K213 e de
MoClz, 1 mbd de EGTA, 10 bl de MOPS (pH 7.4), mds 10l de succinatoy 2 phd de rote-
nona. Las mitocondrias de cerebro se incubaron 1 hora a 30°C enun bafio con agitacidn (30
PR, en presencia de loscofactores de la erzima dxido nitrico sintass 0.1 mid RADPH, 10
phl tetrahidrobioptering, 5 phd FAD+ v 40 phd CaZl2 w 50, 280 o 1000 ph del sustrato
L-argining, cona sin 100phd F-Mitraindazal (7-MD. Losvaloreshasales de L-citruling se obtw
vieron con L-argining enddgena. La Lecitruling se cuantificd en un espectrofotdmetro Perk
kirrElrmer Larbda 10 & 530 nim, usando una curya de calibracian,

Respiracion mitocondrial
El consurn de oxigeno se midid en una carmars conun electrodo para oxigenaotipo

Clark. El rmedio de incubacion contenia 210 mk de manitol, 70 mk de sacarosa, 0.5 md de
EGTA, 10 mh de kHaP Ouy 10 md MO PS (pH 740, rmas el sustrato dela respiracion (10 i
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de succinatoy 2 ph de rotenona). El estado 3 de la respiracidon mitocondrial se obiovo afs
diendo 300 pM deADP. Se dtilizaron diferentes concentraciones de L-arginina para determi
nar el efecto del MO* sobire la respiracidn rritocondrial cony sin el inhibidor -8

Analisis de datos

Loswalores mostrados representan la media + e.e. de 317 animales. Los datos se
analzaron con la prueba fde Student para determinar s significancis egadistica (p=0.09).

Eesultados

Medicion de L-citralina

La diido nitricosintasa cataliza la pentacxidacion de L-argining a L-citrulinay MO+ De
este rmodo, 13 produccidn de L-citruling puede ser utilzada como una medicidn indirecta del
MO*. En el presente trabajo, seestudid el efecto de la estimulacion e inhibicidn de la sintesis
de L-citruling por la adicidn del sustrato L-arginina v el inhikidor competitivo de la MOS, el
T-mll, regpectivarmente. La figura 1 muestra los resultado s de produccion de L-citruling enlas
trescepasderatasdediferentes edades. Lasmitocondrias de cerebro de ratasiistar Wiy
v SHR de un mesde edad exhibieron una sintesis de L-citruling dependiente de la concerr
tracion de L-arginina Fig. 12, Elvalor basal en la cepa \Wistar fue de 7 £ 1 nmol de
L-citrulinarog pratih, el cual incrementd s 16 £ 2 nmol de L-citrolinatmg protth (p=0.05) en
presencia de 1 mhl de L-arginina. Sin embargo, en mitocondrias de cerebrode ratastWiky el
walorbasaldeL-citrulina fue ded £ 4 nmaolimg pratth, elcual incrementd enaproximadarmen:
tecuatroveces (33 £ 3 nmolimg protth, p=0.05) en presencia de1 mkd de L-argininag. Encare
traste, se obtivo unwalor oy bajo de L-citruling en mitocondrias de ratas SHR, &l cualfue
significativamente diferente (p=0.05) a las otras cepas (Fig. 1a). Dichas mitocondrias pre-
sentaron también una respuesta o L-argining dependiente de la concentracidn de sustrato
(artiba de 15 nmolirng protthea 1 mkd de sustrato) 13 coal fue estadigicamente sgnificativa
(p=0.0%).

Enlasfiguras 1hy 1c se muestran losvalores deL-citrulina en ratasde 3y 7 mesesde
edad. Estosresultados muestran tambiénun incrermento en [ sintesis de L-citrulina deper-
diente de la concentracion de L-argining. Los valores basalesde L-citruling fueron de Ty 8
ninolieng protth en katas de 3y 7 mesesde edad, respectivarmente (Figs. 1hy 12). Lasintesis
de L-citrulinaincrementd 220+ 2 (Wistar), 26+ 208K )y 22 + 4nmolimg protih (SHE) enrs
tasde 3 meses de edaden presencia de 1 mi deL-argining (Fig. 100, mientras gue en ratas
de 7 mesesde edad loswalores de L-citrulinafueran de 17 £ 3 0istan, 292 5 0K iy 18+ 2
(SHF nrmolimg protth con 1 mvd de L-argining Fig. 10, Estos resutados muestran gue no
hubo diferencias entre las diferentes cepas de ratas a esas edades Figs. Thy 1), Losvalo-
reshaszalesde L-citruling en mitocondias de lacepa SHR a 3y ¥ meses de edad incremert
taron respecto al valor ohservado a1 mes de edad (Figs 1a-o).
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La actividad de la WOSm fue ensayada en presencia del 7-mI, el cual es un inhibidor
no competitivo de la MOS con una ata selectividad para la isoforma MOS neuronal (Aol et
al., 1994, Losresultados mostraron unainhibicidn de entre 20y 50% (p=0.0% enlosvalores
hasales de L-citruling a todas las edades en [as tres cepas utilizadas (Fig. 2.

Respiracion mitocondrial

El dxido nittico puede regular el consurmo de cdigeno mitocondrial (Ghafoorifar y
Richter, 1997, Por esta razan, fue importante conocer 50 efecto sobre esta funcidn en las
mitocondrias de cerebro de rata. El congumo de oxigeno fue medido en presencia de dife-
rertes concertraciones de L-argininay 7-MI. Enlasfiguras 3a-c, se muestranlosvalores de
consurmo de oxigeno en los estados 3y 4 de la respiracidn en rritocondrias de ratasiWistar,
Wik w SHR de 1 mes de edad. El consumo de o<igeno en ratas\Wistar incrementd en lapre-
senciade 50y 250 ph de L-arginina {F ig. 3a). Se observaron resultados similares enlasra

A RATLE WISTAR B RATHE ST R-HYOTO
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Figura 3. Efecto de la L-Angirina wel 7-Ml sobre
o | = E:Eg? la respiracion mitoeondial en mtas de 1 mes
o de edad. Consuma de oxigeno en mitocondrias
Ez T . de cerebro de rata de dikrentes cepas. Las mito-
g_Eﬁm i condrias (0.5 mganll fueran incubadas en presen-
og cig de diferentes concentadones de L-arginina
E RLLI) (Arg), 50,2560 and 1000 pbd, o 100 phd 7-Hlen un
-E medio a5 descrite en materales v métodos. A,
g5 s " Wistar; B, WE Y, C, Ratas HR. Loz resuftado s re-
= presentan 2l promedio * el emor eztandar de
n=410 de diferentes animales. *p<0.01 con res-
r- T = E S pecto al contral.
I8 ¢ % 7
T I &
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tas Wk, donde elvalor basal de consumo de oxigeno en estado 3 fue de 504 + 200 natimg
protimin e incrementd 2 1773+ 88y 1834 + 179 nat’mo protmin en la presencia de a0y 250
pid de L-argining, respectiamente (Fig. 2k, Bl consumo basal de oxigeno en estado 4 fue
e BF £ 39 nat’ g protimin, mientras gque la adicidn de 50y 250pM de L-argining incrementd
estevalora 401 £ 72 natimo protmrin (Fig. 3k). Elconsumo de axigeno tarmbién incrementd
en losestados 3y 4 de mitocondrias de la cepa SHRE (Fig. 3c)

For otro lado, el 7-Minhibid el consumo de oxigeno enlos estados 3y 4 enlastresce
pasde ratasa 1 mesde edad. Esta inkibicion fue de alrededor del G0a1 ¥0% en estado 3y 55
al 72% en edado 4 Figs. 3ac)

Seobservaronresultadossimilares en ratasiWistar de 3meses de edad, conunincre
mento en el consumo de oxigeno en ambos estados, mientras gue el T-M1inhikid también la
welocidad de respiracian (Fig. 48).
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Figura 4. Efecto de la L-Arginina iy el 7-Nl sobre

— Eﬂmf la respiracidn mitocondrial en atas de 3 me-
- Ll ses de edad. Consumo de oxgeno en mitocon-
= drias de cerebro de rata de dikrentes cepas. Las
140N mitocondrias (05 mgdnl) fueron incobadas en
E‘E presencia de diferentes concentraciones de
= ;“m 1 L-arginina {Arg), 50, 250 w 1000 phd, w100 b de
E-E 7- Hlen un medio asi deserito en matenial es yme-
A= 0 todos. 8, Wistar; B, WEY, C, Ratas $HR. Los re-
- sultados representan el promedio * el error
il ln_ % "-l estandar de n=4-10 de diferentes animales.
. = = i — S p<001 conrespecto al control.
i £ 3 F I
= § 7 3
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Los resuftados obtenidos en mitocondrias de ratas WiKY v SHR de tres meses de
edad rmostraron un incremento en la velocidad de respiracion en presencia de G0 ph de
L-arginina (Fis. 4b vy c). Losvaloreshasales en ratas Wiy fueronde BE3 + 104y 124 + 245
natirmg protrrin en los estados 3y 4, respectivamente, entanto gque la adicion de 50 ph de
L-arginina incrermentd estosvalores 2 883 £ 189y 262 + 81 natimg protiminen los egtados 3
v 4, respectivarmente. Enratas SHRE se observd un aumento en el consumo de oxigeno en
ambos estados con 50 g de L-argining. Sin embargo, hubo uns disminocion con concerr
traciones de sustrato mas altas (Fig. 4c).

Encondiciones basales, el 7-Ml inhibid el consumo de oxlgeno enlos estados 3y 4 en
todas|lascepasde ratas de 3 meses de edad. Esta inhibicidn fue menar e ratas del mes de
edad (Fig. 4a-c).

Enratas de ¥ meses de edad g2 ohservd unincremento en el estado 2 dnicamente 3

Una concentracidn 1 mi de L-ardining, sincarrbios s menoresconcentraciones de sugrato.
Enesasratas, el 7-Mlincrementd el consumode oxigenoentodas las cepas (Figs Sa-c).

La takbla 1 muestra el cociente respiratorio (CR) obtenido, donde los valores basales
del CRfueronde 4 2 8, o cual corrobora la integridad v funcionalidad de esas mitocondrias.
Estosresultados mostraron una disminucidn delvalordel CR enla presencia de L-argininay
de 7-MI. Este efecto fue més pronunciado en mitocondrias de ratas de 7 mesesde edad de
todaslascepas. Enlasratasyvistar, el CR distrinuyd en 68, 89y 46% con a0, 290y 1000 ph
de L-arginina, respectivamente. Cuando se wtilzd el 7-R, el valor del CR dismingyd a 23%
con respecto al control.

COCEENTE FESPRATORIONH
Mo | e e
C““““.,T;m 1 3 7 | 1 | 3 4 1 3 | 7

Canirnd 47105 BAX06 A5t0d |B.1:t|:|.5 | Gdt06 5207 45113 5005 | 45104

L og 250 BEA03 EBF+0OR 47117 |11..'-":|:E|3 | 47114 3706 51106 3E|:I'_EIIT‘| Jax04

[
| Ly A1 SO0+05 BI+13 SE+15 |£LE|:|:I1'r‘ |3E+_|:|5== 44408 27401 22405 | SH+1Y
| Lag¥ 37404 E3IE15 30414 |42i|15‘|33:ktlf 45414 3B+08 44408 | 18408

FH1m 0+10 8212 ED:HJIF‘|33iDE’|-12:IﬂE 1.5£00 41208 36106 |’IAA:EIEEF=

Tabla 1. Efecto de la L-Brginira y el 7-Mlsobre el cociente res piratorio ([CR). B CR fue determinade en mito-
candrias de cerebro de @@ de dikrentes cepas wedades. 3= mitocondrias (0.5 mgdml ) eron incubad as en pre-
sencia de diferente s concentracione s de L-arginina (4ng), 50, 250 w1000 @b, w 7-MNide 100 phd en un medio asi
dezerto en materiale s vmétod oz, La respiracion e estimula da con 300 phdde ADP | Loz resultado srepresertan el
promedio * el ermor estandar de n=4-10 de diferente s animales. p<0.05, Tp<0.01 conrespecto al control.

Ciencia Nicolaita Mo, 40 39 Bbril de 2005

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 86



INFLUENCIA DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA MITOCONDRIAL
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION

Caract erzacidnfuncional de |3 dxida nitrico sirtasa ..

A RLTAR WETIR B RATAS WIBT AR KD T
Estada ¥ mmm EStads
o0 | ™ EXRAD 4 oonp | — Estade 4
]
E . B
= iy
gédm v ET@
a =]
£a H i
o =M 4 o e
£ g ¥
£ 5L
5~ eon - §5em I
= . - o-
R
- = 3
L4 RATAR HIFERTEHGAS
-~ g Extade 4 Figura 5. Ef ecto e |a L-ngirina yel 7-N sobre
la respiracion mitocondrial en mtas de 7 me-
= ze s de edad. Lasmitocondras (0 5 mg'mlifueran
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erorestand ar de n=410 de difrentes animales.
b "-| 7 . =p<001 conrespects al contral.

En mitocondrias de rataz WY de 7 meses de edad el CR disminuyd con L-argining
(84, 71y 36% con 250, 900y 1000 g, respectivamente)y 29% enla presencia de T-MI. En
mitocondrias de ratas SHR de la misma edad, 13 disminucidnenel CRue de 73, 953y 29%
con 250y 1000 pM de L-arginina y 7-RI, respectivamente.

Discusion

El &zido nitrico esuna importante moléoula generada en diversos organismos. Debi
do a su efecto enla neurotransmision, vasodilatacion, respuesta inmune, modulador de la
respiracidn y pH mitocondrial, entre atros (Giolivi et al., 1993 Tatoyany Gioli, 1993; Lo
per-Figueroa et al., 2000; Ors et al, 2000; Ghafourifaret al, 2001; Saavedra-Maoling et al,
2003, el Wo* g2 ha convertido en blanco parala investigacion. La produccidny funciones del
MO* son alteradas en condiciones patoldgicas, tales como la dishetesy s hiperttensidn, La
hipertensidn es reconocida cormo un importante factor de riesgo para el desarrollo de infarto

BEril de 2005 100 Cierzia Micolaita Mo. 40

ELIZABETH CALDERON CORTES 1IIQB-UMSNH 87



INFLUENCIA DEL CALCIO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA OXIDO NiTRICO SINTASA MITOCONDRIAL
EN CEREBRO DE RATA DURANTE EL DESARROLLO DE LA HIPERTENSION

Caracterizaci dnfuncicnal de la dido nitrico sirtasa ..

cerebral (Bordet, et al., 2000, Marin et al, 2000), o cualesuna razdnclave para lairmesios
cidn, parte de la cual es enfocada en egtetrabajo. Muestros resuttad os muestran gque lapro-
duccion de MO* irtramitocondrial puede ser afectada en hipertension y puede influir en el
metabalismo mitocondrial.

Riobd et al. (2002 encontrd que la produccian basal de Lcitruling en las ratas\Wistar
de 1 mes de edad fue de apraximadamente 1.25 nmalimg protth, mientras gque nosatros e
contramos de 7-3 nmol g protihoen ratasia sy WiKY y 0053 nmolfimg protih en el caso de las
ratas SHR (Fig. 1a).

Muestros resutados sugieren guela actividad dela MO St esta disminuida en las pri
meras etapas del desarrollo de la hipertension, pero unavez establecida s hipertensidn 3y
Tmesesde edad la actividad dela NOSmt es recuperada (Fig. 1b-c). Esta afimmacidn indica
gjue la sintesis de MO® aumenta aparentemente con el proposito de mediar el dafo produck
do par el proceso patoldgico.

La sintesis de L-citruling enmitocondrias de cerebro de ratasfue menar 2 o repottado
por otros autores, apesarde lacepay laedad. Losvalores hasalesencontradosen esnses
tudiongfueronde 3.2, 61,2,y 62.4 nmolimg prot'h para mitoc ondria s de bigado, rifdny cors
zan, respectivamente (Ghafoorifary Richter, 1997 Aguilera-Aguirre et al., 2002, Buestros
resultados son comparables con aguellos obtenidos en mitocondrias de cerebro de ratones
de 3 meses de edady encorszdn de cerdo (2.0y 13,6 nmal citrulina’ g protih, respectiva
mente).

El 7-Mitroind sz ol (7-M0, uninhibidor no competitivo especifico para la NOSh 08 olf et
al, 1994) distninugye 13 sintesis de L-citruling en mitocondrias de cerebro de rata en todas
lascepasy entodas|as edades estudiadas (Fig. 2). Los resultados dermuestran que ks sinte-
sisdel-citruling fuecataliz ada por la WO Smit ademas, esto corrobora gue la NOSmt esuna
variarte de la KMOSn (Kanai et al., 2001; Effering et al., 2002,

Sehaconsiderado gue el MO tiene efecto sobre la respiracion, mediante & inhibicidn
del consumo de gxigenc tanto en higado como en rfdn (Ghafourifary Rickter, 1997; Giulivi
etal, 19983, pero no asi en mitocondrias de corazdn de cerdo, en donde no es afectada la
respiracion (French et al., 20010, Sin ermrbargo, en mitocondrias de cerebro de rata encontra
oS un aurmento de cuatro veces en el consumo de aiigeno enambos estados de todas las
condiciones probadas (Fig. 3). Este efecto fue mas evidente en ratas jovenes de WIKY y
SHRE con a0y 260 ph de L-argining (Fig. 3k-c); mientras gque otros autores encontraran Una
accidninhibitoria del KO con 1 mi de L-argining en mitocondrias intactas de higado de rata
(Ghafourifary Richter, 1997, Muestros datos revelan gue el consumo de ox geno no se inhik
hid por el MO* en mitocondrias de cerebro de rata, pero siaumentd, o coal sudiers on dess
coplarmierto de |3 respiracion mitocondrial (Figs. 39, &1 respecto, algunos autores han
reportado gue el peroxinitrito (OMO0-), un agente oxidante de ks reaccidn entre el NO*y el
anion superdxido (027, puede estirnular la fuga de protones a traveés de la merrbrana mito-
condrial interna, la cual puede ser responsable de este efecto (Ghafourifar et al, 2001;
Brown y Borutaite, 2002; Radi et al., 2002,
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La MOSh es una ergirma multifuncional gue cataliza la sintesis de 027 en cantidades
significativas, bajo condiciones no saturantes de Larginina v BH, (Mayer v Hemmens,
1997y debido a que la NOSmt es una modificacion pogt-traduccional de la NOSA (anai et
al., 2001; Effering et al, 2002 Gidlivi, 20033, la NOSmt podia producir 027 con bajas con
certraciones de L-argining (50 260 phy. Muedros resultados sugieren que el MO" en core
jurto con el Qg7 forma ONOO-, el cual puede desacoplar & respiracion mitocondrial y
aurmentar el consumo de oxigeno.

For otra parte, debido 3 gue el =Ml inhikid el consurmo se oxigeno en el estado 3y el
estado 4 entodas lascondiciones probadas, sugerimos gque el 7-M actla cormoun inhibidor
de la cadena respirataria, probablemente por unidn sl gropo hermo del cormplejolly W de la
cadena respiratoria, va que el =M1 ez un inhibidar no competitivo en el grupo hemo de la
ROS Mol et al, 19594).

Otro importante indicativo de la funcidn mitocondrial es el cociente respiratorio, en
dondelosvalorestipicos enmitocondrias acopladas de higado de rata sonentre 3-15 (Sims;,
1990; Giulivi etal, 1998, Thakary Asan, 1988). Losvalores obtenidos del CRfueron delrar-
gode 4-8, lo gue indicd una adecuada funcidn mitocondeial (Tabla 1. Otros autores ban re
portado que el MNO® inhibe la respiracidn y por 1o tanto el CR en mitocondrias de higado de
rata (Giulivi, 1998, Saavedra-Molinaetal , 2003). Aungue ohsersamos una inkikicion del CR
conL-argining, este hecho no es atribuidoal MO, puesto gue sehareportado gue el BO* dis
rrinye el consumo de oxigeno (Ghafourifary Richter, 19973, La inhikicidn en el CGR puede
serdehido 3 un desacoplamiento de la cadena respirataria, debido agque el consumo de ox-
geno aurentd (Figs 393, Otra diferencia encontrada fue con respecto ala edad (7 meses
de edad) (Fig. 5). El ervejecimiento 85 un proceso gue irvolucra carmbios fisioldgicos, dismi
ninyve la capacidad funcional del organismo maduro. Losradicales libres cortribuyen de ma
heta sighificativa en este proceso. El estrés axidativo en mitocondrias juedgs un importante
papelen el envejecirmiento, debido s gue este organulo es una fuente de especies reactivas
de oxigeno (ERDY v un aumrento en su produccidn o proruese. EN Qg™ por s misimo o en
cormbinacion con ofros radicales libres puede causar egrés oxidativo 3 la mitocondria (Ma
kahara et al., 1992; Sarkela et al,, 2001).

Conclusiones

Los resultados de este trabajo sugieren que la produccion basal de MO en mitocore
driasde cerebro de rata no essuficiente para recular la fosforilacidn oxidativay muestran 12
importancia gue tiene el NO* en condiciones cormo la hipertensiony el ervejecirmiento, dore
de setienen efectos tejido-especificos,
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