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Resumen

En mitocondrias de diversas especies existe un poro inespecifico que al abrirse
fomenta el transporte no selectivo de solutos, despolarizando al organelo y originando el
colapso energético de la célula. En levaduras se ha observado un canal mitocondrial
inespecifico también llamado Saccharomyces cerevisiae Mitochondrial Unselective
Channel (YMUC o s:MUC). En mamiferos, a un canal probablemente equivalente se le
ha denominado poro de transicion de la permeabilidad (nPTP 0 MUC). En la actualidad,
tanto la estructura como la probable funcion de los MUCs son tema de estudio. En
levaduras, se ha observado que cationes como el Ca?* y la octilguanidina y aniones como
el fosfato pueden cerrar el MUC. Sin embargo, el sitio con el cual interactGan para llevar
a cabo estos efectos no ha sido establecido. Esto permitiria dilucidar la composicion
protéica del poro. El objetivo de esta tésis fue determinar componentes de este canal por
medio de experimentos tales como medicion del consumo de oxigeno, potencial
transmembranal e hinchamiento de mitocondrias aisladas de Saccharomyces cerevisiae
de cepas silvestres y mutantes carentes de ciertas proteinas mitocondriales. Se propone
que tanto el Canal Anidnico Dependiente de Voltaje (VDAC) como el acarreador de
fosfato mitocondrial (Pic) son componentes del ssMUC ya que al ser eliminados
genéticamente, se pierde la regulacion del canal por cationes y por ligandos del

acarreador de fosfato.



¢ Qué es y para que sirve la Bioenergética?

En la célula existe una gran variedad de reacciones que liberan o requieren
energia. La rama de la Bioquimica dedicada al estudio del flujo de energia en la célula
recibe el nombre de Bioenergética. Entre algunos ejemplos de fendmenos estudiados por
la Bioenergética sobresalen aquellos relacionados con la obtencion de energia a partir de
la oxidacion de fuentes de carbono o la absorcion de luz y su uso en la sintesis de
intermediarios quimicos que almacenan energia. Estos estudios han sido posibles gracias
al refinamiento de técnicas como la medicion de actividades enzimaticas en extractos
celulares y en organelos aislados [Mosley y Schneider, 1959; Pefia y cols., 1977]. Estas
técnicas son combinadas con herramientas como la Biologia Molecular, la Quimica de
Proteinas, la Cristalografia, la Microscopia y la Bioinformética. Con ésto, los estudios de
organelos productores de energia tales como las mitocondrias han sido considerablemente
enriquecidos y han llevado a diversos grupos de investigacién a proponer modificaciones
a modelos como la Teoria Quimiosmdtica. Esta teoria permite predecir el
comportamiento energético de la mitocondria en condiciones de homeostasis celular. Sin
embargo, en algunas condiciones fisioldgicas o patoldgicas, la mitocondria sufre cambios
que no explica esta teoria. Esto ha llevado a tener que considerar a la mitocondria como
un organelo inestable, pues opera muy cerca de los limites de su disefio. Esto implica que
es un organelo muy susceptible a sufrir dafios, con serias consecuencias para la
supervivencia de la célula [Nicholls y Ferguson, 2001]. Entre los desérdenes asociados al
mal funcionamiento de las mitocondrias de mamiferos, se encuentran patologias tales
como el dafio por isquemia-reperfusion [Correa y cols., 2007; Lemasters, 2007; Pavon y

cols., 2009; Zazueta y cols., 2007], ciertos tipos de cancer [Pedersen, 2008] y de muerte



celular inducida por virus, toxinas y desordenes metabolicos tales como la diabetes

[Fujimoto y cols., 2010; Jacotot y cols., 2000; Rigoni y cols., 2008]

Algunos de los padecimientos mencionados con anterioridad coinciden con la
induccion de la transicion de la permeabilidad mitocondrial: Una condicion en donde la

mitocondria se transforma de un organelo generador a uno consumidor de energia.



Abstract

The mitochondrial permeability transition (PT) involves the opening of a mitochondrial
unselective channel (MUC) resulting in membrane depolarization and increased
permeability to ions and metabolites. PT has been observed in many, but not all
eukaryotic species. In some species, PT onset has been linked to cell death, although
other roles, such as matrix ion detoxification or regulation of the rate of oxygen
consumption have been considered. The identification of the proteins constituting these
channels would help to understand the biochemistry and physiology of the resulting
permeability transition. It has been suggested that the mitochondrial Voltage Dependent
Anion Channel (VDAC) and the Phosphate Carrier (Pic) are components of this channel.
In Saccharomyces cerevisiae, cations such as Ca?* and octylguanidine and anions such as
phosphate and decavanadate are known to close the scsMUC. The site of interaction of
such ions has not been established. To determine possible s:sMUC components, oxygen
consumption, transmembrane potential and the swelling of isolated mitochondria from
wild type and mutant strains were monitored under diverse conditions. In the present
work, VDAC and the Pic are proposed to be components of this pore since upon deletion

of such proteins some properties of the resulting channel are modified.



La Mitocondria

Una de las caracteristicas mas importantes de las células de origen eucarionte es
la presencia de organelos con funciones especificas y de un ndcleo bien definido. Entre
estos organelos, figuran las mitocondrias, descubiertas en forma de granulos en
preparaciones de musculo por Koélliker (1857). El término mitocondria fue
posteriormente acufiado por Carl Benda derivado de los vocablos griegos mitos

(filamento) y condros (granulo).

La estructura de la mitocondria fue dilucidada en gran parte gracias a los trabajos
de Sjostrand, en los que pudo observar que la mitocondria estd compuesta por dos
membranas y dos compartimentos: La membrana externa mitocondrial (MEM), la
membrana interna mitocondrial (MIM), el espacio intermembranal y la matriz
mitocondrial [Sjostrand, 1978]. La MIM puede formar plegamientos, conocidos como
crestas mitocondriales y a este tipo de membrana se le conoce como membrana crestal.
Actualmente se piensa que la funcién de la membrana crestal es la de proveer a la
mitocondria de una amplia superficie de reaccion en un volumen minimo para maximizar
la eficiencia de la fosforilacién oxidativa, que es uno de los procesos de mayor
importancia en la mitocondria [Mannella y cols., 2001]. Recientemente se ha demostrado
por medio de técnicas como la reconstruccion tridimensional por tomografia
computarizada, que las crestas mitocondriales se encuentran formando tubulos que
cambian constantemente en funcion de los requerimientos energéticos de la célula y en
conjunto con procesos como la fusion y la fision mitocondrial [Frey y Mannella, 2000].

De igual forma se ha propuesto que las mitocondrias pueden formar fibras o cables a



través del citoplasma para transportar la energia a través de la célula [Skulachev, 2001].
Esto implica que las mitocondrias interactan con diversos componentes celulares tales
como el reticulo endoplasmico, el nacleo y componentes del citoesqueleto tales como la
actina y la tubulina, modulando su funcién en coordinacion con los requerimientos de la
célula [Lamarca y Scorrano, 2009; Rostovtseva y Bezrukov, 2008; Rostovtseva y cols.,

2008; Rostovtseva y cols., 2005; Shprung y Gozes, 2009].

Las mitocondrias contienen su propio genoma y ribosomas, sin embargo,
alrededor del 2% de las proteinas mitocondriales son codificadas por el organelo. El resto
de las proteinas mitocondriales son transcritas en el nucleo, traducidas en ribosomas
citoplasmicos y translocadas a la mitocondria por medio de una compleja maquinaria de
importacion [Pfanner y cols., 1997; Pfanner y Meijer, 1997; Reinders y cols., 2006;
Sickmann y cols., 2003]. Un andlisis del proteoma mitocondrial ha identificado alrededor
de 800 proteinas en el organelo, mientras que en el caso de humanos, han sido detectadas
cerca de 1500 proteinas [Schmitt y cols., 2006]. Para que la mayoria de estas proteinas
puedan ser translocadas a la mitocondria, éstas requieren una presecuencia primaria de
importacion [Vogtle y cols., 2009]. A pesar de que las presecuencias pueden ser
considerablemente variables en extension y composicion de aminoacidos, se piensa que
logran llegar a la mitocondria mediante la atraccion dada por cargas formales positivas en
algunos casos y con ayuda de chaperoninas en otros [Wickner y Schekman, 2005]. Un
analisis extensivo del segmento N-terminal de proteinas mitocondriales sugiere que cerca
del 70% de 615 proteinas mitocondriales estudiadas poseen presecuencias de entre 6 'y 90
aminoacidos en el intervalo de carga neta de 3" a 6" [Vogtle y cols., 2009]. Esto hace que

la proteina no plegada sea dirigida a la mitocondria y reconocida por proteinas



translocadoras en la membrana externa. Estas proteinas pertenecen al complejo de las

translocasas de la membrana externa (TOM) [Rehling y cols., 2003].

Por poseer ribosomas, porinas y un genoma circular similares a los detectados en
a-proteobacterias, se piensa que las mitocondrias son el producto de la endosimbiosis de
un microorganismo con metabolismo respiratorio con una célula con metabolismo
anaerdbico. Sin embargo, la forma como se dio este proceso no es clara y ha sido tema de
constante debate [Cavalier-Smith, 2010; Gray y cols., 1999; Lang y cols., 1999]. Otra
hipotesis propone que tanto la célula huesped como la a-proteobacteria manifestaban un
metabolismo facultativo y la Unica ventaja selectiva producto de esta simbiosis fue la de
la mayor eficiencia del metabolismo que representa la compartamentalizacion de la
“mitocondria primitiva” [Cavalier-Smith, 2002]. En esta relacion, la célula huesped dot6
a la mitocondria primitiva de fosfatidilcolina para la sintesis de su membrana externa en
vez de lipopolisacéridos. También fue necesario el establecimiento de un sistema de
control de la expresion de proteinas del nuevo organelo. Para ello, se dio un proceso de
migracion e integracion de genes mitocondriales en el genoma de la célula huesped. Una
vez expresadas, las proteinas eran importadas a la mitocondria mediante una maquinaria
de importacién de proteinas la cual probablemente fue una adaptacion de la maquinaria
de exportacion de proteinas de la bacteria [Cavalier-Smith, 2006; Endo y cols., 2003]. A
pesar de las multiples ventajas tanto energéticas como metabodlicas obtenidas a partir de
esta asociacion simbidtica [Dyall y cols., 2004], la presencia de un organelo altamente
oxidativo en el interior de la célula eucariote ancestral suponia dafios constantes a
macromoléculas y por ende a la estabilidad del organismo. En este sentido, la produccién

de defensas antioxidantes y la aparicion de mecanismos de muerte celular programada



(apoptosis) fueron surgiendo en los organismos mas aptos para subsistir [Gomes y cols.,

2008; Pereira y cols., 2008].
La Hipdtesis Quimiosmotica

A pesar de haber sido descubierta desde hace 150 afios, la funcion de la
mitocondria en la célula permanecié desconocida durante cerca de un siglo. El trabajo
pionero de Lehninger y Kennedy en el campo de la Bioenergética celular logré demostrar
que la mitocondria es el sitio en el que numerosos substratos como acidos grasos y
nucleétidos de nicotinamida son oxidados para fosforilar moléculas de ADP y formar el
ATP utilizado en maltiples procesos celulares. Estos resultados contribuyeron al
desarrollo del conocimiento en el campo de la fosforilacion oxidativa mitocondrial
[Hogeboom y cols., 1947; Hogeboom y cols., 1948; Kennedy y Lehninger, 1950]. Sin
embargo la conexion entre la oxidacion de substratos y la fosforilacion del ADP no era
evidente y dio origen a varias propuestas entre las que destacan la teoria conformacional
de Boyer, la Hipdtesis quimica de Slater y la entonces Hipotesis Quimosmotica de
Mitchell [Nicholls y Ferguson, 2001]. En la actualidad, esta Gltima es la que ha recibido
mas soporte experimental [Heberle y cols., 1994] y es hoy conocida como la Teoria
Quimiosmotica [Mitchell y Moyle, 1967; Mitchell y Moyle, 1969]. Esta puede ser

resumida en cuatro postulados:

1) La ATPasa localizada en las membranas mitocondriales funge como factor
acoplante entre la translocacién de protones a través de la membrana y la sintesis

de ATP a partir de ADP + Pi.



2) Los sistemas Oxido-reductores localizados en las membranas
mitocondriales catalizan el flujo de equivalentes reductores entre sustratos con
diferente potencial redox acoplandolo a la translocacion de protones a través de la
membrana.

3) En las membranas mitocondriales existen sistemas acarreadores-
translocadores de sustratos especificos que permiten el intercambio regulado de
aniones con OH" y cationes contra H*. La funcién normal de estos sistemas es
permitir la entrada y salida de metabolitos esenciales para preservar la
homeostasis del organelo sin colapsar el potencial de membrana.

4) Los sistemas descritos en 1, 2 y 3 se localizan en una membrana
especializada la cual permite el acoplamiento de los procesos anteriores al poseer

una baja permeabilidad a protones, aniones y cationes en general.

Inicialmente, la hipotesis quimiosmotica dio lugar a un acalorada polémica debido
a que en la década de los sesenta, la existencia de un potencial de membrana en la
mitocondria no era un fendmeno ampliamente aceptado o demostrado [Bernardi, 1999].
Sin embargo, en la actualidad es comdnmente reconocido que la conservacion de la
energia en la mitocondria depende de la separacion de cargas a través de las membranas
mitocondriales. Los equivalentes reductores (usualmente en forma de piridin nucleétidos
reducidos) son utilizados por complejos enzimaticos para generar un flujo vectorial de
protones a través de una membrana relativamente impermeable, lo cual origina una
diferencia de potencial electroquimico de protones que se traduce en trabajo y se conoce
como fuerza protonmotriz [Bernardi y cols., 1998; Mitchell y Moyle, 1967]. Esta puede

ser deducida en términos termodindmicos:



a) Al considerar el cambio en la energia de Gibbs (AG) a partir de la
transferencia de 1 mol de protones a través de una membrana de concentracion

[H™]a a una concentracion [H']s tenemos que:

AG = 2.3RT loga ([H']a/[H']e) (1)

donde R es la constante de los gases y T la temperatura del proceso.

b) La translocacion de protones genera un valor diferencial tanto de
concentracion como de carga, por lo tanto, el cambio en la energia de
translocacion también estara afectado por la diferencia de cargas a través de la

membrana:

AG = -mFAW )

donde “m” es el numero de moles implicados en el proceso, “F” es la
constante de Faraday y AW es la diferencia de cargas entre dos

compartimentos.

C) Esto significa que la energia libre asociada a la translocacion de 1 mol de
protones estara establecida tanto por el componente quimico como el eléctrico

descritos anteriormente por lo que al sumar (1) y (2) tenemos:

AG (kJmol™)= 2.3 RT logio ([H*]a/[H']8) -

FAW 3)



d) Debido a que AG es la expresion del gradiente electroquimico de protones,
es comUn encontrarlo definido como ApuH" . En el caso especifico del gradiente
electroquimico de protones, es mucho més fécil considerar la diferencial como

una diferencia de pH 6 ApH, por lo tanto tenemos:

Apn* = 2.3 RT ApH —

FAW 4

e) Para poder comparar con relativa facilidad la energia debida al gradiente
electroquimico de protones con las diferencias de potencial redox de las especies
oxidadas por los sistemas 0xido reductores anclados en la membrana (postulado
2), Mitchell acufi6 el término fuerza proton-motriz la cual es medida en unidades
de voltaje. Esto es posible al dividir la ecuacion (4) por la constante de Faraday
(96485.32 Cmol™). Por lo tanto, cuando sustituimos R y T por 8.3 kJ/mol y

298.15 obtenemos:

Ap (mV) = -(ApH")/F (5)

Ap (mV) = AW - 59ApH (6)

A esta Ultima expresion se le conoce como fuerza proton motriz y permite
determinar el trabajo que puede llegar a desarrollar la mitocondria. Una forma de
convertir dicho potencial en energia, es mediante la sintesis de moléculas cuya hidrolisis
genere energia como es el caso del trifosfato de adenosina (ATP). La sintesis de este tipo
de moléculas en membranas bioldgicas puede ser explicada, de acuerdo con los puntos 1

y 2 de la Teoria Quimiosmdtica, mediante una analogia con un circuito eléctrico: En



ambos sistemas se origina una diferencia de potencial, el cual puede ser expresado en
unidades de milivoltios [Nicholls y Ferguson, 2001]. La corriente en ambos “circuitos”
estd regida por la ley de Ohm y por lo tanto, en ambos sistemas se puede originar un
corto circuito. En el caso de una bateria, uniendo ambos polos con un cable, y en el caso
de una membrana bioldgica, con un proton6foro (un agente soluble en membranas con
una elevada constante de protonacion). Aunque la analogia no es del todo cierta, la
mitocondria presenta un comportamiento no 6hmico. Esto permite comprender de una

manera més sencilla el funcionamiento de un circuito proténico (Fig. 1).

Fig. 1. Analogia entre un circuito eléctrico (A) y electroquimico de protones (B). En ambos
casos, una diferencia de potencial eléctrico (A) y electroquimico (B) puede ser utilizada en un circuito para
que el flujo controlado de corriente (A) y protones (B) pueda ser utilizado para generar trabajo en forma de
luz (A) y ATP (B). Al inducir un corto circuito mediante un cable con una resistencia (A) o por medio de
un protondforo que pueda transportar los protones a través de una membrana (B) se induce una disipacion
del trabajo en forma de calor. (1) La corriente de protones es generada por una bomba dependiente de la
oxidacién de sustratos respiratorios y la consiguiente reduccion de aceptores finales como el O,. (2) El
gradiente electroquimico es utilizado para la sintesis de ATP (Modificado de Nicholls y Ferguson, 2001).

En las membranas tanto mitocondriales como tilacoidales, no sélo se mantiene el

flujo de protones, sino que también se transportan iones y metabolitos mediante



uniportadores, simportadores y antiportadores. Esto es de particular relevancia debido a
que el transporte de una especie presentara diversos requerimientos en funcion de las

condiciones de cada uno de los compartimentos por los que se lleve a cabo.

La Fosforilacion Oxidativa

En la mitocondria, la produccion de ATP estd acoplada a una cascada de
reacciones redox que ocurren en el espacio crestal de la membrana interna. La donacion
de electrones se lleva a cabo desde especies con potencial de Oxido-reduccion mas
negativo hacia especies con uno menos negativo. En S. cerevisiae, esta cascada de
reacciones es catalizada por 5 diferentes enzimas y dos complejos enzimaticos. Entre
estas enzimas destacan las deshidrogenasas alternas de NADH, glicerol-3-Pi
deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa. Por otra parte, S. cerevisiae tiene dos bombas primarias cuya funcién es
la de translocar protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal. El
gradiente electroquimico de protones generado, es “descargado” por un complejo
enzimatico denominado complejo FoF1, ATPsintasa o complejo V que lo utiliza para la
sintesis de ATP. En ausencia de un gradiente de protones preestablecido, el complejo V
hidroliza al ATP formando ADP + Pi con el consiguiente bombeo de H* en direccion

vectorial contraria a la usada para la sintesis [Nicholls y Ferguson, 2001].

La Cadena Respiratoria de Saccharomyces cerevisiae



La levadura del pan presenta una cadena respiratoria con los sitios (bombas
primarias) Il, 11l y los complejos respiratorios del Il al V. Sin embargo, este
microorganismo presenta ciertas diferencias en cuanto a los componentes respiratorios
presentes con respecto a otros organismos como en mitocondrias de mamiferos. Una de
las diferencias mas evidentes, es la ausencia del complejo respiratorio | también llamado
NADH:Ubiquinona 6xido reductasa. En su lugar, la levadura S. cerevisiae expresa tres
NADH deshidrogenasas alternas: una en la parte interna de la membrana interna
mitocondrial, también conocida como Nd1p, y dos en la parte externa de la membrana
interna mitocondrial conocidas como Ndelp y Nde2p [Bunoust y cols., 2005]. Las
NADH deshidrogenasas alternas se caracterizan por no translocar protones [Grandier-
Vazeille y cols., 2001; Luttik y cols., 1998]. Adicionalmente, S. cerevisiae expresa otras
tres deshidrogenasas que favorecen la reduccién de moléculas de ubiquinona situadas en
una poza bien localizada: Una alcohol deshidrogenasa matricial Adh3, la succinato
deshidrogenasa del ciclo de Krebs (complejo 1) y una glicerol-3-Fosfato deshidrogenasa.
Esta Gltima cataliza la oxidacion de una molécula de NADH vy la reduccion de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a una molécula de glicerol-3-fosfato (G3P). EI G3P
difunde por una lanzadera a la membrana interna mitocondrial y reduce una molécula de
flavina del complejo respiratorio 11 como se describira a continuacion. Este proceso
regenera una molécula de DHAP, la cual difunde al espacio intermembranal [Bunoust y
cols., 2005]. En condiciones aerobias, estas deshidrogenasas constituyen sistemas para
regular el exceso de NADH mitocondrial, oxidandolo tanto en el espacio intermembranal,

como en la matriz mitocondrial y alimentando a la cadena de transporte de electrones.



La cadena respiratoria también puede ser alimentada de electrones provenientes
del Ciclo de Krebs: ElI complejo respiratorio Il estd involucrado en la oxidacion de una
molécula de succinato para producir fumarato. Los electrones son canalizados a través de
otras tres subunidades del complejo Il, transfiriendo los electrones del succinato a la
CoQ, formando una molécula de quinol con la ayuda de una molécula de un dinucle6tido
de flavina y adenina unida covalentemente a 3 centros de Rieske y a un citocromo que
absorbe a 560 nm. Este complejo no contribuye a la generacion de Ap de manera directa
pues no transloca protones. El transporte de electrones en este complejo puede ser
inhibido por malonat, el cual es un dicarboxilato sintético [Hagerhall, 1997]. Los
electrones del quinol son donados al complejo respiratorio 111 ¢ ubiquinol:citocromo c

Oxido reductasa, regenerando la quinona.

El complejo 111 de la cadena transportadora de electrones cataliza la transferencia
de un electrén de una molécula de ubiquinol a un centro de Rieske, el cual transfiere el
electrén ganado al citocromo c;. La oxidacion parcial de la molécula de ubiquinol origina
un radical: Ubisemiquinona. Este radical reside en el sitio N del complejo respiratorio
(del lado cercano a la matriz mitocondrial) en donde es oxidado para reducir
secuencialmente a dos citocromos del tipo b: Uno con méaximo de absorcion a 566 nm, el
cual transfiere el electron ganado al citocromo bsgo. En un segundo ciclo redox, otra
molécula de quinol (producido por una de las 6 deshidrogenasas mencionadas con
anterioridad) reduce el centro de Rieske y transfiere el electron al citocromo c;. El
segundo electron reduce a la molécula de semiquinona formada con anterioridad para
formar una molécula de quinol usada para reiniciar el ciclo. Esta transferencia esta

acoplada a la translocacion de los protones donados por cada molécula de quinol durante



las oxidaciones. A este mecanismo se le denomina Ciclo Q. Su funcion es inhibida por
antimicina, la cual actla en el sitio N (citocromo bses) y por mixotiazol o estigmatelina en
el sitio P [Trumpower, 1990]. El citocromo c es una proteina periférica en la cara externa
de la membrana interna mitocondrial, encargada de la transferencia de electrones entre el

complejo 111y el 1V, también Ilamado citocromo oxidasa.

La citocromo oxidasa es la enzima terminal de la cadena de transporte de
electrones. Su funcion es la de favorecer la reducciéon de medio mol de O, para generar
un mol de H,O. [Babcock, 1999; Zhen y cols., 1999]. Los protones translocados son
obtenidos de la matriz mitocondrial (lado N) de la membrana, mientras que los electrones
donados por el citocromo ¢ provienen del espacio intermembranal o lado P a través de
dos canales: D y K nombrados por los aminoacidos correspondientes y que son esenciales
para la translocacién. Esto es de particular relevancia debido a que se esta generando una
diferencia de pH, por un lado producto de la reduccién del 2 O, a H,O y por otro, debido
a la translocacion de protones al espacio intermembranal [Saraste, 1999]. Como fue
mencionado con anterioridad, el proceso concluye cuando el aceptor final de electrones
(en este caso el O) es reducido. El gradiente de protones formado a través de la
membrana interna mitocondrial es utilizado por el complejo V 6 ATPsintasa para

sintetizar ATP.

La F1F, ATPasa es la enzima encargada de la sintesis de trifosfato de adenosina
(ATP) a partir de difosfato de adenosina (ADP) y fosfato (Pi) gracias a la fuerza protédn-

motriz generada por la translocacién de protones a través de la subunidad F, a nivel de la



cadena respiratoria. Cuando no existe dicha fuerza protonmotriz, la ATPasa cataliza la

hidrolisis del ATP a ADP [Abrahams y cols., 1994].

Fig. 2. Complejos enziméticos de la membrana interna mitocondrial de S. cerevisiae asociados a la
fosforilacién oxidativa. S. cerevisiae no presenta complejo | (NADH:ubiquinona 6xidoreductasa), pero
tiene dos NADH deshidrogenasas externas (Ndelp y Nde2p) y una interna (Ndip). EI complejo 11 es la
succinato deshidrogenasa. El gradiente de protones generado en los complejos Il y IV (ubiquinol-
citocromo ¢ 6xidoreductasa y citocromo oxidasa) es utilizado en la sintesis de ATP por la ATP sintasa
(complejo V). La linea continua esquematiza el flujo de los electrones. Las flechas discontinuas, la
direccion de la translocacidon de los protones. Q: poza de quinonas. QHy: quinol. C: citocromo c.

Transporte de lones y Metabolitos en las Mitocondrias de S.

cerevisiae

De acuerdo al tercer postulado de la Hipdtesis Quimiosmotica, el establecimiento
de una diferencia de potencial a través de la membrana interna en la mitocondria sirve
para favorecer el transporte de cationes como el K* y de aniones como Pi, nucledtidos,
dinucledtidos y dicarboxilatos mediante sistemas transportadores con elevada

especificidad de sustrato [Castrejon y cols., 1997; Mitchell y Moyle, 1967]. Esto hace



posible que procesos y vias tales como el intercambio de Na*, K'y H* , la biosintesis de
aminoéacidos, el ciclo del glioxilato y la biogénesis mitocondrial puedan llevarse a cabo y
con ello contribuir a la homeostasis celular [Barros y cols.; Gosling y Duggan, 1971;

van der Laan y cols., 2010; Welihinda y cols., 1993].

Una gran variedad de compuestos transportados desde o hacia la mitocondria
deben de atravesar la membrana externa mitocondrial. Este proceso es facilitado por la
presencia de un canal denominado Porina mitocondrial, VDAC o Porl en S. cerevisiae
[Colombini, 2004; De Pinto y cols., 2003]. Debido a la alternancia de residuos no polares
en la estructura primaria de VDAC, se piensa que esta proteina presenta una estructura en
forma de barril § [Forte y cols., 1987a; Forte y cols., 1987b]. Este tipo de estructura es
comun entre proteinas formadoras de canales tanto en procariontes como eucariontes
inferiores y superiores. Los espectros de dicroismo circular realizados en el VDAC
purificado de Neurospora crassa apoyan esta hipétesis y sugieren que VDAC es muy

similar a una porina bacteriana (Fig. 3).

La porina cambia su estado conformacional dependiendo del voltaje [Colombini, 2004;
Tan y Colombini, 2007]. A bajos voltajes (del orden de + 10 mV) se induce el estado
abierto, con afinidad por aniones sobre cationes. Al incrementar el potencial sobre los 30
mV, VDAC cambia al estado conformacional cerrado y la permeabilidad se invierte,
siendo mas permeable para cationes que para aniones [Casadio y cols., 2002a; Casadio y
cols., 2002b]. Entre las caracteristicas de este canal destacan la inespecificidad con la que
una gran cantidad de moléculas son transportadas. Sin embargo, dentro de esta aparente

falta de selectividad, destaca la especificidad parcial del canal hacia los aniones



transportados. De esta caracteristica se desprende el nombre de Canal Anidnico
Dependiente de Voltaje (por sus siglas en inglés, VDAC) con el que comUnmente se
refiere a esta proteina [Mannella y Kinnally, 2008; Shoshan-Barmatz y cols., 2006]. A
pesar de ser un canal predominantemente anionico, estudios electrofisiol6gicos han
demostrado que VDAC puede presentar multiples estados de subconductividad en donde
la selectividad por cationes puede llegar a ser mayor que incluso para aniones [Bathori y
cols., 2006]. En este sentido, la interaccién de la mitocondria con cationes como el Ca**
ha sido relacionada con una sefial a través de la cual la mitocondria disminuye su
motilidad a través del aparato citoesquelético, particularmente cerca de los sitios de
contacto mitocondria-reticulo endopldsmico [Hajnoczky y Hoek, 2007; Hajnoczky y
cols., 2007]. En S. cerevisiae existen 2 isoformas de VDAC, de las cuales solo Porl es
funcional [Antos y cols., 2001b; Sanchez y cols., 2001]. A pesar de ser una de las
proteinas mas estudiadas en la mitocondria, su estructura siempre ha sido tema de debate
[Colombini, 2009; Rostovtseva y cols., 2005]. Sin embargo, la gran mayoria de los
grupos de investigacion dedicados al estudio de esta proteina membranal piensa que
VDAC es un canal tipo barril compuesto por laminas beta y un sensor de voltaje que le
permite modificar su estado de permeabilidad hacia aniones o cationes [Selivanov y
cols., 1998; Tikunov y cols., 2010]. Se ha obtenido un modelo de VDAC de ratén y de
humano usando difraccion de rayos X y resonancia magnética nuclear (Fig. 3)
[Bayrhuber y cols., 2008; Ujwal y cols., 2008]. Los resultados arrojados por ambas
técnicas coinciden en que VDAC es un barril § compuesto por 19 ldminas y una hélice
o en el extremo N-terminal, el cual puede operar como un sensor de voltaje al presentar

residuos cargados que interactdan con sitios opuestos dentro del poro para inducir ya sea



el estado abierto o cerrado [Ujwal y cols., 2008]. Actualmente se acepta que el estado
cerrado de VDAC tiene preferencia por cationes, mientras que en su estado abierto, la
porina tiene una relacién de transporte anién/cation de 1.75 [Choudhary y cols., 2009].
Se piensa que el estado fisioldgico es un estado entrecerrado presente cuando VDAC
interactla con proteinas del citoesqueleto tales como la tubulina y enzimas glicoliticas
como la enolasa y la hexocinasa [Brandina y cols., 2006; Pedersen, 2008; Rostovtseva y
Bezrukov, 2008]. Algunos grupos sugieren que esta interaccion puede optimizar la
eficiencia de procesos tales como la glucdlisis y la apoptésis [Pedersen, 2008;
Rostovtseva y Bezrukov, 2008]. Finalmente, existe evidencia que sugiere que VDAC es
una proteina involucrada en la liberacion de moléculas de citocromo ¢ durante la
apoptosis, mediante un mecanismo dependiente del sensor de voltaje en una probable
conformacién hexamérica [Mader y cols., 2010; Ujwal y cols., 2009]. Durante este
fendmeno de permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, se pueden liberar
factores activadores de caspasas, catalizando la formacion del apoptosoma [Shoshan-
Barmatz y cols., 2010]. Este proceso es dependiente de ATP y se piensa que es un
eslabon rio arriba de la permeabilizacion extensiva de la membrana interna mitocondrial
debida a la apertura de un canal inespecifico [Lemasters, 2007; Lemasters y
Holmuhamedov, 2006; Malhi y cols., 2006; Tan y Colombini, 2007]. Durante este
proceso, la entrada masiva de iones K* con sus respectivos contraiones y agua provocan

hinchamiento mitocondrial.



Fig. 3. El Canal Aniénico Dependiente de Voltaje o Porina Mitocondrial. S. cerevisiae expresa dos
isoformas del barril § de las cuales solo la isoforma 1 presenta actividad de canal al ser reconstituida en
experimentos de electrofisiologia [Antos, 2000]. (A) Actualmente se piensa que la unidad estructural
minima son los homohexédmeros con orientacién antiparalela. En respuesta al estimulo adecuado, estos
canales forman un megacanal en la membrana externa que permite la translocacién de citocromo ¢ al
citoplasma para llevar a cabo el proceso apoptético. [Ujwal y cols., 2009; Shoshan-Barmatz y cols., 2010].
(B) Representacion de canales en orientacion antiparalela en modelo de superficies atdmicas (Imagen
tomada de Ujwal y cols., 2009).

En la célula, el K* es el catibn mas abundante. Tanto en mamiferos como
levaduras puede llegar a alcanzar concentraciones cercanas a 120 mM en la mitocondria
[Diwan y Lehrer, 1977; Rasheed y cols., 1984]. Las variaciones en los niveles de este
cation originan fendmenos tales como la modulacion en el volumen mitocondrial
asociada a la actividad respiratoria, en donde las mitocondrias transitan de la forma
condensada (menor volimen y actividad energética) a la ortodoxa (mayor voliumen y
actividad energética) y viceversa [Garlid y cols., 2003; Garlid y Paucek, 2003;
Halestrap, 1994]. Estudios sobre el transporte de K* en las mitocondrias de S. cerevisiae
demostraron que el cation tiende a acumularse en el organelo, incrementando la
respiracion mitocondrial y la sintesis de ATP [Uribe y cols., 1991]. Estos resultados

sugirieron la presencia de un sistema de transporte del cation en mitocondrias de



levadura. En el caso de S. cerevisiae, la presencia de un sistema uniportador de K,
acoplado a un sistema antiportador K*/H* han sido descritos [Castrejon y cols., 2002;
Manon y Guerin, 1992; Manon y Guerin, 1995; Manon y cols., 1995]. En mamiferos y
levaduras este antiportador es modulado por cationes divalentes tales como Mg?*, Ca*,
Mn?*, Zn** y Sr** [Manon y Guerin, 1992; Manon y Guerin, 1995; Manon y cols.,
1995; Nakashima y cols., 1982; Nakashima y Garlid, 1982; Roucou y cols., 1995]. Este
sistema antiportador ha sido aislado y reconstituido en proteoliposomas, en donde se
logré demostrar (por un ensayo espectrofotométrico de hinchamiento) que este sistema, al
igual que el de mamiferos, es sensible a diciclohexilcarbodiimida, propranolol y quinina
[Manon y Guerin, 1992]. Tanto en mamiferos como en levaduras, el antiportador es
modulado por el pH del medio, ya que a valores inferiores a 7, se inhibe y a mayores se
activa [Beavis y Garlid, 1990; Beavis y cols., 1993]. Dentro de la bateria de compuestos
que inhiben el antiporte K'/H", se encuentran compuestos con una gran variedad de
funciones farmacol6gicas como antiarritmicos, antidepresivos, antihistaminicos y
anestésicos. Estos ultimos probablemente ejercen su efecto al modificar la fluidez de la
membrana [Garlid y cols., 1986]. A pesar de que S. cerevisiae cuenta con un sistema
uniportador de K* sensible a Mg®* y a quinina, su identidad proteica permanece
desconocida [Castrejon y cols., 2002]. Este sistema puede ser detectado en condiciones
energeéticas favorables para la homeostasis mitocondrial, i.e. cuando el AW es elevado y
la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial es altamente especifica. En estas
condiciones, la adicién de Zn?* incrementa considerablemente la entrada de K* a la
mitocondria. Esto puede ser interpretado como un efecto posterior a la inhibicion del

antiporte K*/H" [Castrejon y cols., 2002; Manon y Guerin, 1993]. En todos los casos,



los sistemas pueden ser descritos de acuerdo a la Teoria Quimiosm@tica en funcién de la
suma o resta de los gradientes electroquimicos para cada una de las especies
transportadas. Cuando el transporte de algln soluto origina un incremento en el AW, se
dice que es un transporte de tipo electrogénico. En caso de que el transporte disipe el
gradiente eléctrico generado, se conoce como un transporte de tipo electroforético.
Finalmente, cuando el mecanismo no origina modificacion alguna en los valores de AW,

se conoce como transporte electroneutro [Nicholls y Ferguson, 2001].

Para llevar a cabo la sintesis de ATP, S. cerevisiae hace uso de un sistema
transportador de Mg?*. En condiciones normales, este sistema transportador es expresado
por el gen MFM1 [Kolisek y cols., 2003]. El producto se ancla a la membrana interna
mitocondrial formando homooligémeros. En condiciones normales, el transporte de Mg?*
a la mitocondria de levadura presenta cinéticas muy veloces, las cuales son dependientes
de AW. EIl transporte es sensible a hexaaminas de cobalto (I11) y en ausencia de AW, el
sistema expulsa Mg?* [Kolisek y cols., 2003]. Entre sus funciones también destaca la
regulacion del transporte de ATP producido por la actividad glicolitica. Durante la

biosintesis de mitocondrias, este transporte es activado por Ca?* [Traba y cols., 2008].

Otro catién de importancia fisiolégica en S. cerevisiae, es el Ca**. A pesar de
carecer de un sistema de transporte mitocondrial para esta especie quimica, experimentos
han demostrado que este cation permea lentamente a través de las membranas
mitocondriales [Uribe y cols., 1992]. Una vez en la matriz, el catién podria interactuar
con enzimas del ciclo de Krebs y componentes alternos de la cadena respiratoria como las

deshidrogenasas de NADH [Guerrero-Castillo y cols., 2009]. Adicionalmente, los



incrementos detectados en los niveles de Ca?* citosélico en S. cerevisiae han sido
relacionados con procesos dependientes de energia tales como la apoptosis y el
apareamiento inducido por la feromona o [Severin y cols., 2008]. Esto sugiere que a
pesar de que las mitocondrias de la levadura del pan se diferencian de las de mamifero
por la ausencia de un sistema uniportador de Ca®* sensible a rojo de rutenio, el Ca** sigue
presentando efectos en la modulacién de la fisiologia mitocondrial [Perez-Vazquez y
cols.,, 2003]. Estudios recientes han encontrado que la liberacién de calcio en
mitocondrias de levadura es activada por factores como una elevada fuerza ionica,
nucledtidos libres, agentes quelantes de metales y un elevado pH [Bradshaw y Pfeiffer,
2006a; Bradshaw y Pfeiffer, 2006b]. Finalmente, el calcio actda induciendo una
transicion en el nivel de permeabilidad en la membrana interna mitocondrial en
mamiferos, de ser selectiva a no selectiva [Haworth y Hunter, 1979; Hunter y Haworth,
1979a; Hunter y Haworth, 1979b]. Un trabajo sugiere que esta estructura podria
corresponder al receptor de rianodina (RyR). Este trabajo es interesante, ya que
documenta que el transporte puede ser completamente inhibido por ligandos clasicos del
RyR, el cual al parecer no esta presente en organismos como S. cerevisiae [Beutner y
cols., 2001]. En contraposicién, el Ca?* inhibe la transicién de la permeabilidad
mitocondrial en la levadura [Perez-Vazquez y cols., 2003]. Sin embargo, en presencia de
ETH129, un ionéforo de Ca®*, el catién puede inducir una transicién [Yamada y cols.,

2009].

Otra especie de suma importancia para las mitocondrias de S. cerevisiae es el
fosfato inorgénico (Pi). El anion se caracteriza por ser acumulado en grandes

proporciones en la matriz mitocondrial en forma de polifosfato de Ca®* o hidroxiapatita,



que es insoluble, y osmoéticamente inactivo [Hall, 2009]. El transporte de Pi en la
mitocondria de S. cerevisiae fue descubierto y demostrado por el grupo de Bernard
Guerin [de Chateaubodeau y cols., 1974; de Chateaubodeau y cols., 1976]. En esta serie
de trabajos, se identifico el transporte de fosfato en mitocondrias aisladas.
Adicionalmente se demostrd que igual que en mitocondrias de mamiferos, el transporte
era sensible a compuestos organomercuriales como el acido mersalico. Esta caracteristica
permitié mas tarde dilucidar el mecanismo de transporte tanto en mitocondrias aisladas,
como en experimentos de reconstitucion del acarreador [Palmieri y cols., 1993a; Palmieri
y cols., 1993b]. De estos experimentos se logrd concluir que el transporte de fosfato no
era sensible a maleimidas debido a la ausencia de la C42, la cual se encuentra presente en
otros acarreadores como en el de Bos taurus [Guerin y cols., 1990]. Al introducir la
mutacion puntual T42C, el transporte se hizo altamente sensible a maleimidas [Phelps y
cols., 1991; Phelps y Wohlrab, 1991]. De igual forma se localizaron las cisteinas
reactivas con mercuriales y se determind que éstas podrian ser C28, C134 y C300. De
estos residuos, la C28 se ha considerado fundamental para la conversion del acarreador
de fosfato en un canal anionico no selectivo [Schroers y cols., 1998; Schroers y cols.,
1997]. A pesar de que en la actualidad no existe un modelo a partir de los cristales del
acarreador de fosfato mitocondrial, un anlisis de secuencia sugiere que éste forma parte
de la familia de acarreadores mitocondriales (MCF) [Phelps y cols., 1991; Phelps vy
Wohlrab, 1991]. En S. cerevisiae existen dos isoformas, de las cuales solo la codificada
por el gen MIR1 es expresada en condiciones Optimas de crecimiento. Cuando las
levaduras son sometidas a temperaturas cercanas a 37°C, se expresa la isoforma 2

codificada por el gen PIC2 [Hamel y cols., 2004].



Entre los iones transportados a través de las membranas mitocondriales,
sobresalen los nucleétidos de adenina (adNT’s). Estos son translocados por una proteina
de 30 kDa mejor conocida como la translocasa de adenin nucleétidos (ANT) [Nury y
cols., 2006]. Esta proteina fue identificada en ensayos de transporte de adenin nucleotidos
utilizando dos inhibidores denominados atractilésido y bongkrekato [Pfaff y cols., 1965;
Vignais y cols., 1973]. Posteriormente los grupos de Martin Klingenberg y de Reinhart
Kramer lograron por separado aislar y determinar las caracteristicas de esta proteina
reconstituida en proteoliposomas [Klingenberg y cols., 1985; Kramer y Klingenberg,
1982; Kramer y Klingenberg, 1985]. Al igual que el Pic, el ANT pertenece a la familia
de los acarreadores mitocondriales. En S. cerevisiae, existen tres isoformas codificadas
por los genes AAC1, AAC2 y AAC3. Las mutantes nulas en las tres isoformas pueden
crecer en medios fermentativos no represivos tales como caldos de cultivo ricos en
galactosa. Sin embargo, las levaduras con estas mutaciones no pueden crecer en
condiciones anaerobias [Drgon y cols., 1991]. El grupo del Dr. Brandolin logro cristalizar
el ANT purificado de mitocondrias de S. cerevisiae [Pebay-Peyroula y cols., 2003]. Los
cristales, con una resolucion de 2.2 A, permitieron identificar una celda unitaria de una
mondmero con seis segmentos transmembranales y tres hélices matriciales. Estos seis
segmentos al parecer surgieron de dos eventos de duplicacion de una unidad inicial de
dos hélices transmembranales. Durante estos eventos se preservd la firma
PX(D/E)XX(K/R) en cada una de las duplicaciones y que es propia de todos los
acarreadores pertenecientes a la MCF [Pebay-Peyroula y cols., 2003]. Se piensa que la
prolina inicial de cada firma es el blanco de isomerasas matriciales (ciclofilinas) que

permiten la conversion entre un acarreador (transporte especifico) y un canal (transporte



inespecifico). Los acarreadores de nucleotidos presentan adicionalmente la secuencia
RRRMMM [Nury y cols., 2006]. Se piensa que esta proteina (y todos los acarreadores en
general) sufren cambios conformacionales durante los ciclos de translocacion en forma

de giro [Robinson y cols., 2008].

Canales Inespecificos Mitocondriales

En una gran variedad de especies, se ha detectado la apertura de canales
inespecificos mitocondriales (MUC) que contribuyen al desacoplamiento del organeloy a
la muerte celular. Un andlisis detallado del MUC sugiere que se trata de una entidad
conservada a través de la evolucién y no de una convergencia [Azzolin et al., 2010b]
(Fig. 4). Estos canales han sido detectados en mamiferos, peces, invertebrados, plantas y
levaduras. La modulacion de estos canales en funcion de las condiciones especificas del
medio en el que se desarrolla cada organismo probablemente ha dado lugar a la

variabilidad en la modulacion de cada MUC.



Fig. 4. Distribuciéon de los canales inespecificos mitocondriales en el dominio eucarionte. En la
actualidad, los MUCs han sido detectados tanto en animales como en plantas y levaduras. Las
caracteristicas de cada canal varian con respecto al organismo en donde sean estudiados. Estas diferencias
podrian emerger como un medio de adaptacion al entorno en donde cada organismo se desarrolla.
Actualmente se sabe que estos canales son mas parecidos entre plantas y animales por la sensibilidad a
inhibidores clave tales como la ciclosporina A. La figura no representa un diagrama filogenético.

El Poro de Transicién de la Permeabilidad Mitocondrial (PTP)

El dafio celular/mitocondrial debido al incremento repentino en la conductividad
de la membrana interna mitocondrial a iones y moléculas cuya masa no exceda los 1.5
kDa ha sido ampliamente reportado [revisado en Baines, 2010]. Este incremento en la
conductividad ha sido asociado a la apertura de un poro inespecifico llamado Poro de
Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial (PTP). En la actualidad, tanto la funcion
como la probable estructura de este poro son temas de intensa polémica. Sin embargo, el
consenso apoya la nocidon de que la apertura de este poro durante los periodos de

reperfusion post-isquémica, asi como durante el almacenamiento, reperfusion de drganos



y distrofias musculares dafia a las células [Azzolin y cols., 2010a; Theruvath y cols.,
2006]. Sin embargo, la apertura controlada o “parpadeo” de este poro ha sido relacionada
con la detoxificacion de iones Ca** de la matriz mitocondrial al citoplasma [Petronilli y
cols., 1999]. Esto podria ser utilizado por la célula para incrementar la actividad de la
cadena de transporte de electrones y aumentar el recambio de equivalentes de
semiquinona, disminuyendo la reduccién parcial del O, para generar superdxido

[Korshunov y cols., 1997].

El PTP es objeto de estudio constante y periddicamente son reportados nuevos
efectores de este canal. Entre los efectores destacan los iones Ca”*, los ligandos de
ciclofilinas como la Ciclosporina A y el estrés oxidativo [Halestrap, 2009a; Halestrap y
Pasdois, 2009]. EI PTP también es modulado por pH del medio, Mg?* y los nucleétidos

de adenina [Bernardi, 1999].

Existe evidencia sobre la participacion del complejo formado por el translocador
de nucledtidos de adenina (ANT) y la ciclofilina D (CypD) en la transicion de la
permeabilidad y de que tanto el carboxiatractilésido como el acido bongkrékico actuan
como inhibidores de este proceso [Baines y cols.,, 2005; Halestrap, 1991].
Adicionalmente, mediante el uso de columnas de afinidad con CypD anclada, se ha

logrado retener al ANT y a VDAC en estudios in vitro (Fig. 5) [Crompton y cols., 1998].

Se ha demostrado que durante la apoptosis, la apertura del PTP es necesaria para
inducir la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN nucleolar, y que la
ciclosporina A (CsA) es un farmaco que puede inhibir dichos procesos al unirse a la

ciclofilina D (CypD) [Kroemer y cols., 1995]. En la actualidad se ha propuesto que la



CypD interactta con el ANT y probablemente con el Pic. Estos modelos sugieren que el
Ca®* ocasiona un incremento en la actividad de rotamasa o peptidil prolil cis-trans
isomerasa en la CypD, lo cual origina cambios conformacionales en el estado del ANT (o
del Pic) desencadenando la apertura de un poro inespecifico [Baines y cols., 2005; He y
Lemasters, 2002]. La induccién del PTP resulta en la liberacién de Ca?* a la matriz
mitocondrial, el colapso energético de la mitocondria y finalmente en la muerte celular.
Sin embargo, se ha propuesto que la muerte celular experimentada en estas condiciones
(apertura del PTP) no necesariamente desemboca en la muerte por apoptosis sino por
necrosis [Malhi y cols., 2006]. Esto puede ser debido a que la abrupta disminucién en los
niveles celulares de ATP imposibilitan la ejecucion de este proceso [Li y cols., 2004; Liu
y cols.,, 1996]. Una caracteristica muy particular del poro de transicion de la
permeabilidad (PTP) es la fluctuacion entre un estado abierto y otro cerrado, lo que ha
hecho que se postule que el cambio en el estado de apertura del PTP tiene como finalidad
modular la homeostasis de iones Ca?* implicados en la transduccién de diversas sefales,
la importacion de polipéptidos citoplasmicos o la termogeénesis debida a la disipacion del
gradiente de protones. En mamiferos, un agente desencadenante de la apertura del PTP,
es el ién Ca?* [Crompton y cols., 1987]. Sin embargo, un grupo italiano demostré que al
inhibir la entrada de Ca** a la mitocondria adicionando Rojo de Rutenio, se inhibe la
apertura del PTP por agentes desacoplantes [Bernardi y cols., 1993]. Este descubrimiento
es de vital importancia, ya que en mitocondrias de S. cerevisiae el Ca?* inhibe la
transicion de la permeabilidad en un sitio externo [Perez-Vazquez y cols., 2003]. Esto
podria reforzar la hipdtesis de que la transicién de la permeabilidad es un fendmeno

conservado en eucariontes [Azzolin y cols., 2010b].



Fig. 5. Estructura probable del Poro de Transicion de la Permeabilidad en mitocondrias de
mamiferos. La porina (VDAC) en la membrana externa mitocondrial ha sido sugerida como un blanco en
donde el rojo de rutenio y el Ca?" pueden modular la transicién. El translocador de adenin nucleétidos
(ANT) ha sido recientemente involucrado en la transicion desde un punto de vista regulatorio. El
acarreador de fosfato (Pic) ha sido recientemente sugerido como el componente a través del cual son
transportados los solutos y metabolitos durante la transicion. La ciclofilina D ha sido considerada como un
componente regulador del poro. La maquinaria de translocacién de proteinas (TIM y TOM) ha sido
considerada como un probable componente del poro con base a sus propiedades electrofisiolégicas.
(Modelos generados con Pymol: The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schrddinger,
LLC))

El Canal Inespecifico de lasMitocondrias de Levadura (sc:MUC)

Los primeros reportes describiendo que la mitocondria sufre un incremento en la
permeabilidad inespecifica a iones y metabolitos surgieron hace casi 20 afios [Guerin y
cols., 1994; Prieto y cols., 1995; Prieto y cols., 1996; Prieto y cols., 1992]. En estos
trabajos se evidencio la presencia de un poro activado por ATP e inhibido por ADP y
fosfato inorgénico (Pi). A este poro se le denominé la via de desacoplamiento de la

levadura (YUP), poro de transiciéon de la permeabilidad de la levadura (yPTP) o canal



inespecifico de las mitocondrias de levadura (YMUC). Debido a que en otras levaduras
han sido reportados MUCs [Cabrera-Orefice y cols., 2010], en el presente trabajé se optd
por llamarlo el canal inespecifico mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae (s:sMUC). El
scMUC puede estudiarse aprovechando que esta levadura es un organismo de féacil
manipulacion con protocolos bien establecidos para generar transformaciones estables y
mutantes condicionales. Por ser una levadura aerdbica facultativa, esta levadura es capaz
de crecer incluso con mitocondrias carentes de varias proteinas implicadas en procesos
como la fosforilacion oxidativa [Sherman, 2002]. Esto hace a S. cerevisiae un modelo
ideal para dilucidar los componentes del ssMUC y poder determinar si son equivalentes al

PTP [Manon y cols., 1998].

Control del ;:MUC

Es importante mencionar algunas similitudes y diferencias del s:MUC y del PTP.
Al comparar ambos poros se observa que ambos son principalmente aniénicos y permiten
el paso de moléculas de hasta 1.5 kDa de masa molecular. Algunas hipoétesis sugieren que
ambos poros atraviesan las membranas interna y externa de la mitocondria por lo que
pueden estar localizados en los sitios de contacto de las membranas interna y externa
[Manon y cols., 1998]. Existen hipdtesis que también sugieren que el mPTP es un
fendmeno exclusivamente de la membrana interna mitocondrial [Shoshan-Barmatz y
cols., 2006]. La regulacién de la apertura del PTP es diferente al del scMUC (Tabla 1)
pues el Pi cierra el scsMUC pero abre el PTP [Castrejon y cols., 1997; Halestrap vy
Pasdois, 2009]. EI ATP abre el scMUC pero cierra el PTP, el ADP cierra el s]MUC pero

abre el PTP [Manon y cols., 1998]. Mientras el Mg?* cierra ambos poros, el Ca** abre el



PTP pero cierra el sMUC [Hunter y Haworth, 1979a; Manon y Guerin, 1998]. Por otro
lado, el carboxiatractilésido y el acido bongkrékico cierran tanto el PTP como el s:sMUC
[Halestrap y Brenner, 2003]. La ciclosporina A (CsA) cierra el PTP a nivel de CypD
[Baines y cols., 2005] pero no tiene actividad en el scMUC. Finalmente, la hexil y
octilguanidina cierran el s:MUC [Perez-Vazquez y cols., 2003] y resultados expuestos en

esta tesis sugieren que esto sucede a nivel de VDAC.

Tabla 1. Efectores del ssMUC y el PTP. Ambos poros son regulados por distintos metabolitos y
compuestos de igual forma en algunos casos, y en forma contraria en otros. ANT: Translocador de
Nucle6tidos de Adenina, VDAC: Porina, UC: Uniportador de Calcio. Los signos — y + denotan un efecto
inhibitorio y activatorio respectivamente.

Modulador Blanco Efecto MUC(s)
Atractilésido ANT +, - PTP (+),
SCM UcC (')
Rojo de Rutenio, UC, VDAC - PTP
Azido Rutenio
Ciclosporina A, Ciclofilina D - PTP
Sangliferina A
Decilubiquinona Desconocido - PTP, ssMUC
Ca’*, Cd**, Pb* Desconocido + PTP, scMUC
Ca”, ng*, Zn*, VDAC - PTP, s.MUC
Sre
Alquilaminas VDAC, ANT - PTP, s:MUC

Existen otros efectores que abren el poro en condiciones de deficiencia de Pi entre
los que destacan el etanol y el NADH. Al igual que el Pi, otros aniones tales como el
arsenato, el sulfato [Cortes y cols., 2000], el propionato y el decavanadato [Roucou y
cols., 1995] cierran el scsMUC. A concentraciones fisiologicas, los cationes divalentes, no
abren al s:MUC [Jung y cols., 1997]. Estas concentraciones pueden variar en funcion de
las interacciones que la mitocondria presente con otros organulos como el reticulo

endoplasmico rugoso. Este organelo es considerado como el almacén de Ca’* en la



celula, y la liberacion de este cation hacia la mitocondria [Rizzuto y cols., 2004] podria
llegar a abrir el PTP. En esas condiciones el scsMUC puede permanecer en su estado
cerrado puesto que se ha comprobado que 0.1 mM Ca?* o Mg?*" cierran el canal
inespecifico [Perez-Vazquez y cols., 2003]. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que en presencia de el ionéforo de Ca®* ETH129, se puede desencadenar una
transicion de la permeabilidad insensible al efector especifico del ssMUC dVO, [Yamada
y cols., 2009]. Esto sugiere que el Ca?* libre en la matriz mitocondrial es también toxico
para las mitocondrias de levadura y hace suponer que la transicion de la permeabilidad
mitocondrial puede ser un fendmeno conservado [Azzolin y cols., 2010b]. En ausencia de
este iondforo electroforético, el Ca®* cierra el ssMUC, sin embargo no se sabe a qué nivel
sucede este efecto ya que las mitocondrias de S. cerevisiae parecen carecer de un
uniportador de Ca** sensible a rojo de rutenio como el expresado en mitocondrias de

mamiferos [Mironovay cols., 1994].

Funcion y Estructura del ;MUC

Actualmente no se cuenta con una teoria ampliamente aceptada sobre el
significado fisiologico y la estructura del canal inespecifico de las mitocondrias de
levadura. Sin embargo, se han propuesto funciones tales como la regulacion de la sintesis
de ATP, o la disipacion de energia en forma de calor [Dejean y cols., 2000; Prieto y cols.,
1992]. En cuanto a su estructura, ha sido relativamente dificil dilucidar qué componentes
forman a este poro, ya que en multiples experimentos con diversas mutantes nulas, el
canal inespecifico sigue detectandose [Roucou y cols., 1997]. Entre las proteinas mutadas

figura Porl. Como se mencion0 con anterioridad, este canal permeabiliza la membrana



externa a iones y metabolitos [De Pinto y cols., 2003]. A pesar de que la eliminacion de
esta proteina no es letal, esta delecion lleva a una reduccion considerable en la
internalizacion de sustratos respiratorios como el NADH, sin embargo, se ha registrado
permeabilidad residual en este tipo de levaduras probablemente debida a otras vias de
internalizacion de metabolitos como la constituida por el barril § Tom40 [Lee y cols.,

1998].

Los primeros estudios que evidenciaron la existencia de un canal inespecifico en
las mitocondrias de levadura fueron publicados por un grupo espafol [Prieto y cols.,
1992]. En estos trabajos se demostré que la adicion de ATP en niveles fisioldgicos
ocasionaba cambios en la mitocondria tales como la induccién del hinchamiento. Sin
embargo se demostré posteriormente que el nucleétido actuaba extramitocondrialmente
ya que seguia teniendo efecto en presencia de inhibidores de la translocacion de ATP
[Roucou y cols., 1995]. Posteriormente, experimentos del grupo de Bernard Guerin
demostraron que estos inhibidores tenian un efecto parcial en la induccion de la
transicion de la permeabilidad, ya que en presencia de atractilsido habia una
disminucion en el incremento en la respiracion activado por la adicion de ATP. Estos
experimentos también demostraron que en presencia de é&cido bongkrékico, las
mitocondrias de levadura incrementan su velocidad de consumo de oxigeno [Roucou y
cols., 1997]. Estos resultados sugieren que el ATP podria estar actuando a nivel del
translocador de adenin nucledtidos, sin embargo en este mismo trabajo, el grupo de
Guerin demostré que las mitocondrias de una cepa con deleciones en los genes que
codifican para las tres isoformas del ANT seguian siendo susceptibles a los efectos

toxicos del ATP [Roucou y cols., 1997]. Esto significa que los componentes del scsMUC



siguen siendo un tema no resuelto y su identificacién proporcionaria informacion de

suma relevancia para la comprension de los MUCs.



HIPOTESIS

Si la transicién de la permeabilidad mitocondrial en S. cerevisiae es
regulada por Ca**, Pi, Mg* y octilguanidina, entonces el s:MUC podria ser
considerado como un modelo para el estudio del poro de transicion de la

permeabilidad mitocondrial de otras especies.



OBJETIVOS

GENERAL

» Determinar el sitio de interaccion de los diversos efectores que controlan
la apertura y cierre del scsMUC, el poro de transicion de la permeabilidad

mitocondrial en la levadura.

PARTICULARES

« Determinar si los efectos del Ca?*, Mg** y PO, sobre el scsMUC son
sinérgicos.

« Evaluar el efecto del Ca** y octilguanidina en el :MUC de mitocondrias
aisladas de una cepa silvestre de S. cerevisiae y de una mutante isogénica
carente de la porina mitocondrial.

» Evaluar el efecto del mersalil en el s:MUC de mitocondrias aisladas de
una cepa silvestre y una mutante isogénica carente del acarreador de
fosfato en S. cerevisiae.

e Determinar si el stsMUC puede ser abierto en las mutantes carentes de

VDAC y Pic.



Materiales y Métodos

Materiales y Reactivos

Todos los compuestos utilizados fueron de grado reactivo analitico. ElI CaCl; ,
MES, manitol, MgCl, , albumina sérica y safranina-o fueron de Sigma-Aldrich, Co. Las
cepas de S. cerevisiae utilizadas fueron donadas por el Dr. Fred Sherman de la

Universidad de Rochester, EUA.

Caracteristicas Genéticas de las Cepas de Saccharomyces cerevisiae

1) Cepa Industrial

e La Azteca (Adquirida periédicamente en una panaderia ubicada en 19°19°22.00”N

99°0931.34"W).
2) Cepas Auxotroficas

e B-7553: MATa CYC1" cyc7-738::CYH2 ura3-52 his3-Al leu2-3, 112trp1 289cyh2

* BY-4741 MATa; his3 41; leu2 40; met1540; ura34
3) Mutantes Isogénicas

* APorl (B-10610) MATa CYC1" cyc7-738::CYH2 ura3-52 his3-Al leu2-3, 112trpl
289cyh2 porl-A4::TRP1
* APic (BY-4741) MATa; his3 41; leu2 40; metl5 40; ura3 40;

YJRO77c::KANMX4



Tanto la cepa B-7553 como BY-4741 son cepas auxotroficas frecuentemente
utilizadas y su Mating Type es “a” (MATa). Para efectos practicos, estas cepas seran
designadas como “silvestres” aunque en términos estrictos no lo sean. La cepa B-7553
tiene auxotrofias a uracilo, histidina, triptéfano y leucina [Sanchez y cols., 2001]. Por
otro lado, la cepa BY-4741 tiene auxotrofias a histidina, leucina, metionina y uracilo.
Estas auxotrofias permiten reemplazar los genes de interés con “cassettes” y seleccionar

las transformantes por crecimiento en ausencia y presencia de estos nutrientes.

Las cepas mutantes tienen el mismo marco genético que las “silvestres”
respectivas, pero presentan deleciones individuales realizadas por recombinacion
homologa en donde se elimind el gen POR1 que codifica para VDAC y el gen MIR1 que
codifica para el acarreador de fosfato Pic. Finalmente, en estas recombinaciones se uso
un cassette de disrupcion con un marcador de auxotrofia a triptofano y de resistencia a
geneticina (kanamicina), por lo que sélo las cepas mutantes crecen en medio sin

triptofano y con kanamicina [Gutiérrez-Aguilar y cols., 2010; Sanchez y cols., 2001].

Cultivo de Levaduras

Todas las cepas usadas fueron resembradas periddicamente en medio sélido YPD
(Extracto de levadura 1%, peptona de gelatina 2%, dextrosa 2% y agar 2%). De aqui se
inoculd una asada en un matraz con 50 mL de precultivo YPD liquido (Extracto de
levadura 1%, peptona de gelatina 2% y dextrosa 2%) y se incubd a 30°C durante 24 h.
Los 50 mL se inocularon en matraces con 1 L de medio YPlac (Extracto de levadura 1%,
peptona de gelatina 1%, (NH;).SO,4 0.12%, KH,PO,4 0.1%, acido lactico 2% y pH 5.5) a

30°C durante 24 h con agitacion constante (Diagrama 1) para las cepas del marco B-



7553. La mutante B-10610 fué resembrada periédicamente en medio minimo Trp". Esto
con la finalidad de corroborar la presencia del cassette TRP. Las cepas del marco
BY4741 fueron sembradas en 50 mL de precultivo YPD y el crecimiento se llevé a cabo
en medio YPGal (Extracto de levadura 1%, peptona de gelatina 2% y galactosa 2%) a
30°C durante 24 h. Esto se debe a que la cepa APic no es capaz de crecer con sustratos

respiratorios [Zara y cols., 1996].

Para los estudios que utilizaron levaduras de la cepa industrial, fue necesario cultivar a
las células durante 8 h en medio rico [De Kloett, 1961], lavarlas 2 veces con agua
destilada y ayunar a las células durante 16 h previas a la obtencion de mitocondrias

[Pérez-Vazquez y cols., 2003].

Obtencion de mitocondrias

Se llevd a cabo por el método enziméatico [Guerin y cols., 1990]. Una vez
obtenido alrededor de 6 L de cultivo, se cosecharon las células lavandolas tres veces por
centrifugacion en un rotor Sorvall GSA a 5000 rpm (4073 g) por 5 min. Después de la
altima centrifugacién, de determind el peso seco de las levaduras para mantener igualdad
de condiciones durante el aislamiento de las levaduras [Guerin y cols., 1990]. Las células
fueron resuspendidas en el buffer SH (Tris 0.1 M, $-mercapto-etanol 0.5 M a pH= 9.3
ajustado con NaOH) a una proporcion de 20 mL/g de células (Diagrama 1), y se
incubaron durante 15 min a 30°C en agitacion (200 rpm). Al terminar la incubacién en
buffer SH, se lavaron las células 4 veces por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min
con el buffer de lavado KCI (KCI 0.5 M, Tris 10 mM pH 7 ajustado con HCI) (Diagrama

1). Una vez lavadas, las células se resuspendieron en 10 mL/g de peso en medio de



digestion (sorbitol 1.35 M, EGTA 1 mM, é&cido citrico 10 mM, NaH,PO, 10 mM,
Na;HPO, 10 mM, pH 5.8), al que se le agregaron 10 mg de zimoliasa/g de peso de
levaduras [Daum y cols., 1982]. Para evaluar el porcentaje de células que perdieron la
pared, se prepard una dilucion 1 a 10 de la muestra a lisar y se midi6é su absorbancia.
Después de afiadir la zimoliasa, se midio la absorbencia de la suspension en una dilucion
de 1 a 100 a partir de los 30 min y durante cada 10 min. Cuando la absorbencia de la
muestra fue tan baja como la de la dilucion 1 a 10, se asumio que el 90% de las células
habian perdido la pared convirtiéndose en esferoplastos. La logica de esta medicion
radica en que los esferoplastos no absorben a 600 nm y por lo tanto se puede evaluar la
ruptura de estos en funcion de la disminucién de la absorbencia. Este procedimiento ha

sido corroborado con ayuda de un microscopio.

Homogenizacion y centrifugacién diferencial

Una vez obtenidos los esferoplastos, la muestra se lavd 3 veces a 12000 rpm en un
rotor Sorvall SS34 durante 8 min con buffer de lavado de esferoplastos (Sorbitol 0.75 M,
manitol 0.4 M, Tris 10 mM, BSA 0.1 %, pH 6.8) para eliminar la zimoliasa remanente
(Diagrama 1). La pastilla fue resuspendida con agitadores de teflon y posteriormente se
homogenizo6 (sin lisar los esferoplastos) en un homogenizador Potter de vidrio con un

émbolo delgado para evitar la ruptura de los esferoplastos.



Diagrama 1. Obtencién de mitocondrias por el método de digestion de la pared celular con zimoliasa.
Las casillas ovaladas indican el inicio y final del proceso, los rectangulos, cada proceso del protocolo.

Al finalizar los tres lavados con buffer de lavado de esferoplastos, éstos se
resuspendieron en buffer de homogenizacion (manitol 0.6 M, EGTA 2 mM, Tris 10 mM,
BSA 0.2% y pH 6.8) y se rompieron los esferoplastos utilizando un homogenizador

Potter con un émbolo ajustado, empleando 15 elevaciones del vastago (Diagrama 1).

Una vez obtenido el homogenado, se transfirié a 12 tubos de centrifuga de rotor
SS34 y se centrifugd a 2500 rpm por 5 min. El sobrenadante fue centrifugado a 12000
rpm durante 10 min. El precipitado obtenido se resuspendio en buffer de recuperacion de
mitocondrias (manitol 0.6 M, EGTA 2 mM, Tris 10 mM, pH 6.8), se transfirié a 6 tubos
de rotor SS34 y se centrifugd a 2500 rpm por 5 min. Se separd el sobrenadante y se

centrifugd a 12000 rpm durante 10 min (Diagrama 1).

Las mitocondrias obtenidas en el boton, fueron resuspendidas con un pincel en 3
gotas de buffer de recuperacién de mitocondrias, homogenizadas (para evitar diferencias
en la concentracion) y fueron transferidas a una jeringa de 5 mL con una aguja # 21

Plastipak. Se fueron vaciando gota a gota sobre N, liquido, agitando para evitar la



formacion de agregados. Las mitocondrias fueron almacenadas en tubos Nunc Cryo de
1.8 mL en congelaciéon a -70°C en un congelador REVCO hasta el momento de ser

empleadas para los experimentos (Diagrama 1) [Guerin y cols., 1990].
Descongelacion de Mitocondrias

Para poder hacer uso de las mitocondrias, se vacio una alicuota (de unas 10 o 15
perlas) en un tubo de ensayo de vidrio delgado y se descongel6 en un bafio Maria a
ebullicién por unos segundos y rapidamente se enfrié el tubo de ensayo al sumergirlo en
hielo. Posteriormente las mitocondrias fueron homogenizadas para evitar la formacion de
agregados. Este paso es critico para obtener mitocondrias acopladas. La inmersién en
bafio Maria debe ser en agua hirviendo y no debe de durar mas de dos segundos. Todos

los experimentos se llevaron a cabo con mitocondrias descongeladas (Fig 6).

A B

Fig. 6. Micrografias dptica y electrénica de las (A) levaduras y las (B) mitocondrias aisladas
durante un protocolo rutinario. B: La barra representa 200 nm.

Determinacion de Proteina

La concentracion de proteinas mitocondriales fue determinada por medio del
método de Gornal (biuret), utilizando albumina sérica bovina como estandar [Gornal,

1949].



Funcionalidad Mitocondrial

El uso de mitocondrias almacenadas a -70°C fue implementado hace 10 afios
durante una colaboracion entre los grupos del Dr. Guerin y el Dr. Wohlrab y es préactica
comudn [Guerin y cols., 1990]. Tipicamente, las mitocondrias de levadura funcionan
perfectamente hasta 40 dias después de su almacenamiento. Las mitocondrias utilizadas
en este estudio mostraron alto cociente respiratorio U/4, capacidad para sintetizar ATP y

un AW estable (ver los experimentos control en cada inciso de los resultados).

Funcioén del scMUC

Una caracteristica comudn del scsMUC, tanto en las cepas industriales como en las
cepas de laboratorio, ha sido la habilidad del Pi para regular su apertura. En todas las
cepas en que se ha medido el efecto del Pi hasta la fecha, se ha observado que a bajas
concentraciones de Pi, el ssMUC permanece abierto, mientras que a 2 mM vy arriba de

esta concentracién, el c:MUC se cierra.

En las cepas de S. cerevisiae usadas en este estudio, se observo que las
mitocondrias resuspendidas en un soporte isoosmotico y en presencia de 4 mM Pi, no
presentan hinchamiento mitocondrial. En otras palabras, el ssMUC esté cerrado en esas
condiciones, mientras que a 0.4 mM Pi el s:MUC esta abierto. Estos datos se incluyen

como controles en todos los experimentos descritos en esta tesis.

Consumo de Oxigeno



En mitocondrias recién descongeladas, se midi6 la velocidad de consumo de
oxigeno en dos estados: Estado 4 y Estado desacoplado (Estado U) (Fig. 7, ver mas
adelante). Se us6 un oximetro YSI 5300 equipado con un electrodo de Clark acoplado a
un registrador analdgico. Se us6 una cdmara de 3 mL con camisa de agua recirculante en
bafio a 30°C, utilizando una concentracion final de mitocondrias de 0.5 mg/mL
[Estabrook, 1967]. EI medio de reaccion fue manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado

con TEA y 10 pL/mL de etanol como sustrato respiratorio.

Figura 7. Consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae. Este fue medido en tres
Estados: Estado 4 o en ausencia de ADP, en Estado 3 (en presencia de ADP) o en Estado desacoplado
(V). El control respiratorio (3/4) y la relacion U/4 se obtuvieron al dividir las velocidades de consumo de
oxigeno entre los Estados 3/4 6 U/4 respectivamente. Una relacion cercana a 2 indicaba que la muestra de
mitocondrias se encontraba acoplada (A). En cambio una relacion cercana a 1 indicaba desacoplamiento
(B). La letra “m” indica el momento de adicion de las mitocondrias.

El consumo de oxigeno por la cadena respiratoria esta regulado principalmente
por el potencial transmembranal. Cuando el potencial transmembranal es elevado, el
consumo de oxigeno es lento. A esta condicion se le conoce como estado de reposo de la
cadena respiratoria y se le llama Estado 4. Cuando se abate el potencial transmembranal,

la cadena respiratoria aumenta su actividad y se acelera el consumo de oxigeno. Un



mecanismo de abatimiento del potencial transmembranal es la fuga controlada de H”
hacia el interior de la matriz a través de la F;F, ATP sintetasa, hecho que ocurre durante
la sintesis de ATP. Este es el Estado fosforilante o Estado 3. En el Estado desacoplado
(uncoupled) la caida de AW se da por la fuga de H* mediada por un protondforo. La
diferencia entre el Estado 4 y los estados acelerados indica que la mitocondria es capaz
de sostener un potencial transmembranal adecuado y de reaccionar a la pérdida de ese
potencial. Por ello una medida de integridad mitocondrial es el cociente U/4 o Edo. 3
/Edo. 4. Esta medida es adimensional y solo constituye un indicador de la eficiencia de la

fosforilacidon oxidativa en las mitocondrias aisladas.

En este protocolo se decidié utilizar el agente desacoplante FCCP en vez de ADP,
debido a que la cepa B-10610 al carecer de la VDAC, tiene un sistema de transporte de
ADP deficiente. Asi, se midié un cociente U/4 que se calculdé dividiendo la actividad
respiratoria del Estado U sobre la del Estado 4. Estrictamente hablando, éste no es un
control respiratorio, ya que no se evalla la fosforilacion oxidativa (respiracion acoplada a
la sintesis de ATP) sino la capacidad respiratoria en ausencia 0 presencia de un

desacoplante.

Potencial Transmembranal

El potencial transmembranal fue determinado en un espectrofotometro de doble
haz en modo dual (511-533 nm) utilizando anaranjado de safranina como croméforo y su
incorporacion a las membranas energizadas. El espectrofotémetro de doble haz en modo
dual se usa para medir los cambios de absorbancia especificos que sufre un indicador

(colorante). Por lo general, se usan dos longitudes de onda: Una donde se observa un



cambio maximo y otra en la que no se observan cambios y que corresponde al punto
isosbéstico. El detector del espectrofotometro mide la absorbancia en ambas longitudes
de onda y resta el isosbéstico de la de cambio méximo. Asi se elimina cualquier cambio
inespecifico. La safranina-o es un cation hidrofilico que tiene un punto de cambio
maximo de absorbencia en respuesta a la polaridad del medio a 511 nm y un isosbéstico a
533 nm. Por ello, la safranina-o es atraida hacia la membrana proporcionalmente al
potencial transmembranal, cambiando su absorbencia a 511 nm. Cualquier cambio
inespecifico dado por difraccién de la luz que incida en las mitocondrias, turbidez u otros
factores es detectado a 533 nm y restado del valor registrado a 511 nm. Para promover el

colapso del potencial, se afiadio6 FCCP 1 mM [Akerman y Wikstrom, 1976].

Hinchamiento y Contraccién Mitocondrial

Las mitocondrias se comportan como osmometros, es decir, cuando aumenta la
concentracion de solutos en su interior captan agua para compensar el aumento en la
presion osmotica y viceversa: Si pierden osmolitos, exportan agua y se contraen.
Opticamente, el hinchamiento-deshinchamiento mitocondrial puede seguirse porque la

mitocondria hinchada se vuelve transparente y la turbidez de la suspensién decrece.

El hinchamiento mitocondrial fue evaluado monitoreando el cambio en la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro Aminco DW2000 en modo “split”. Se
utiliz6 una celda de cuarzo de 2 mL. y se adicion6 buffer de manitol 0.6 M, MES 5 mM,

pH 6.8 (TEA). El sustrato respiratorio fue etanol 5uL/mL.



Resultados

1. El efecto del Ca®* sobre el ;,MUC es incrementado en presencia de Mg®* y Pi en

mitocondrias aisladas de S. cerevisiae.

Experimentos previos del laboratorio demostraron la modulacion de la apertura del
scMUC por cationes tales como el Ca** y también por alquilguanidinas, las cuales son
cationes organicos [Perez-Vazquez y cols., 2003]. Las alquilaminas inhiben la apertura
del canal inespecifico en ausencia de un potencial de membrana AW. Por otro lado, los
efectos acoplantes del Ca®* dependen del potencial, ya que en mitocondrias hinchadas, el
catién no cierra al s;MUC. Las concentraciones requeridas del cation son dos 6rdenes de
magnitud por encima de los niveles fisiolégicos de Ca®* [Carafoli, 2010; Carafoli y cols.,
1970; Perez-Vazquez y cols., 2003]. Para poder establecer si los efectos acoplantes del
Ca** pudieran tener algun significado fisioldgico, se decidi6 evaluar si el catién podia
inhibir la apertura del s;sMUC a niveles fisiolégicos de Ca®*, utilizando concentraciones

no inhibitorias de Mg?* y Pi en el medio de reaccion.

Se evaluaron los efectos del Ca?* y el Pi en ausencia y presencia de Mg?* sobre el
control respiratorio de las mitocondrias de S. cerevisiae de una cepa industrial (Fig. 8).
El control respiratorio (CR) es una medida que permite evaluar la capacidad de las
mitocondrias para llevar a cabo la fosforilacion oxidativa midiendo el consumo de
oxigeno en presencia de un sustrato respiratorio y posteriormente al afiadir ADP al
medio de reaccion. La relacién entre las velocidades de consumo de oxigeno obtenidas
entre el Estado 3 y el Estado 4 permite determinar por lo tanto si el szMUC influye en la

fosforilacién oxidativa de las mitocondrias de levadura. Si los valores son cercanos a 2,



es indicativo de acoplamiento. Un valor cercano a 1 sugiere desacoplamiento. Las
mitocondrias de levadura en presencia de Pi 4 mM tipicamente exhibieron un CR de 2.2
el cual no fue modificado al adicionar Ca** 0o Mg?* (Resultados no mostrados). Al
disminuir la concentracién de Pi de 0.2 a 0.4 mM, el CR disminuy0 a valores cercanos a
1.1y 1.2 (Fig.1A). Al incrementar la concentracion de fosfato a 1 mM Pi, el CR= 1.5.
En presencia de 0.2 a 1.0 mM de Pi, la adicién de Ca®* propicié un incremento
dependiente de la concentracion en el CR de la siguiente manera: En presencia de Pi 0.2
mM, la presencia de 1 mM de Ca** resulté en un CR de 1.7 (Fig. 8A). En presencia de
0.4 mM de Pi, el efecto del Ca?* fue mayor ya que se obtuvo un CR de 1.8 con 0.8 mM
del cation. Al incubar la muestra de mitocondrias con Pi 0.6 mM se obtuvo un CR de 2.0
con 0.8 y 1 mM de Ca®*". A mayores niveles de Pi, la adicién de Ca** no originé un
incremento en los niveles del CR registrado. ES importante mencionar que estas
concentraciones de Ca** son consideradas como no fisiolégicas [de la Fuente y cols.,
2010]. Estos resultados sugieren que el Ca?* incrementa la eficiencia de la fosforilacién

oxidativa en sinergismo con Mg?* y Pi.



Figura 8. En mitocondrias aisladas
de S. cerevisiae, la concentracion de
Ca®* requerida para incrementar el
Control Respiratorio disminuye
cuando hay Mg® y Pi en el medio.
Condiciones experimentales: manitol
0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado
con TEA y 10 pL/mL de etanol como
sustrato respiratorio. El Estado 3 se
indujo al afiadir 150 uM de ADP vy el
control respiratorio se obtuvo al
dividir las velocidades de consumo de
oxigeno entre los Estados 3 y 4. Las
concentraciones de Ca”* utilizadas
fueron 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 06,08y 1
mM progresivamente (barras de azul a
rojo). En B, se adicioné 0.5 mM de
Mg?*en todos los casos.

Si el efecto del Ca?* puede ser optimizado por Mg y Pi, entonces es probable
que la presencia de estos dos efectores del scMUC origine un incremento en la capacidad
del Ca?* para acoplar la fosforilacién oxidativa. En presencia de Mg?* 0.5 mM, el efecto
acoplante del Ca?* fue mas evidente (Fig. 8B). En presencia de Pi 0.2 mM y ausencia de
Ca”, el CR registrado fue de 1.0. Sin embargo este control llegd a un maximo de 1.8
aln en Pi 0.2 mM cuando el Ca®* fue 1.0 mM. Esto sugiere que las mitocondrias de S.
cerevisiae pueden ser acopladas con mayor eficiencia en presencia de Ca®*, Mg y Pi
[Castrejon y cols., 1997]. Al incrementar la concentracién de Pi en el medio de reaccién,

el CR aumenté a 1.7 incluso en ausencia de Ca?* (Fig. 8B). Al adicionar 0.05 mM de



Ca”, el CR registrado se increment a 1.9 (Fig. 8B). Este valor es muy importante ya
que sugiere que la foforilacion oxidativa (y probablemente el s:MUC) pueden ser
efectivamente modulados por niveles micromolares de Ca®*. A mayores niveles de Ca**
y Pi, el control respiratorio de las mitocondrias siempre fue cercano a 2.0. Este Gltimo
valor es indicativo de una muestra de mitocondrias acopladas. Al incrementar los niveles

de Pi, el CR de las mitocondrias siempre fue cercano a 2.0 (Fig. 8B).

El efecto acoplante sugerido por los resultados de oximetria, fue analizado
midiendo el efecto del Ca?*, Mg®* y Pi sobre el potencial transmembranal mitocondrial
(AW) (Fig. 9). En presencia de Pi 0.2 mM y con una concentracién de Ca** de 0 a 0.6
mM, el AW registrado fue de 60 mV (Fig. 9A). Al aumentar la concentracién de Ca**
entre 0.8 y 1.0 mM, el potencial registrado fue de 95 y 110 mV respectivamente. Estos
niveles de potencial tienen cierta correlacion con los obtenidos para el CR en las mismas
condiciones (Fig. 9A). En presencia de Pi 0.4 mM el potencial registrado fue de 70 mV.
Este incrementd proporcionalmente con la concentracion de Ca®* de tal manera que de
0.05 a 1 mM Ca*", el potencial registrado fue cercano a 140 mV. Este resultado presenta
concordancia con los obtenidos para consumo de oxigeno (Fig. 8A). Al incrementar la
concentracion de Pi a 0.6 mM, el AW registrado fue de 80 mV y la presencia de Ca®* en
el medio de reaccion ocasiond un aumento en los niveles de AW de tal forma que en
presencia de 0.05 mM de Ca*, el AW fue de 120 mV. La presencia de mayores
concentraciones de Ca*" dieron como resultado un potencial de 140 mV en todos los

casos (Fig. 9A).



Figura 9. En mitocondrias aisladas
de S. cerevisiae, la concentracion de
Ca®* requerida para incrementar el
AW disminuye cuando hay Mg* y
Pi en el medio. Condiciones
experimentales: Como en la Fig. 8,
excepto que se adiciond safranina-O
10uM. Se utiliz6 FCCP 6 pM para
colapsar el potencial y poder
determinar el valor de AW en funcion
del cambio en absorbencia a 533nm
dentro de una curva patrén
preestablecida. Las concentraciones de
Ca?* utilizadas fueron 0.05, 0.1, 0.2,
0.4, 0.6, 0.8 y 1 mM progresivamente
(barras de azul a rojo). En B, se
adicion6 0.5 mM de Mg*".

Una vez que se observé que los efectos del Ca** y el Pi eran aditivos (sinérgicos), se
opt6 por determinar si el Mg?* en el sistema podria aumentar el efecto observado [Perez-
Vazquez y cols., 2003] (Fig. 2B). Cuando las mitocondrias fueron incubadas en
presencia de Pi 0.2 mM y Mg? 0.5 mM y en presencia de Ca?* 0, 0.05 y 0.1 mM, el AW
registrado fue de 93 mV (Fig. 9B). Al adicionar Ca** al medio de reaccion, el AW
observado fue estable y con un valor de 120 mV. En presencia de Pi desde 0.4 hasta 1.0
mM, el potencial fue elevado, con valores entre 120 y 140 mV. En estas condiciones el
Ca”* no incrementd el AW registrado (Fig. 9B). Estos experimentos sugieren que el Pi,
Mg®* y Ca?* presentan efectos sinérgicos sobre el s;sMUC. Esto sugiere que estos iones

operan desde un punto de vista fisioldgico.



Una vez que se observd que el Ca** y el Pi presentan efectos sinérgicos con el

Mg?*, se decidi6 determinar si el Mg?* podria presentar efectos sinérgicos al fijar los

niveles de Ca?* y Pi. Para ello se efectuaron experimentos de medicién de AW (Fig. 10).

Estos experimentos se llevaron a cabo en dos condiciones de Pi: 0.4 y 0.8 mM (Fig. 10,

circulos y cuadros). Y en ausencia o presencia de 0.6 mM Ca?* (Fig. 10 simbolos con y

sin relleno respectivamente).

Figura 10. En mitocondrias aisladas
de S. cerevisiae, el Mg?* incrementa
el AW en sinergismo con Pi en el
medio. Condiciones experimentales:
Como en la Fig. 8, se adicion6
safranina-O 10 pM para monitorear
los cambios en absorbencia vy
relacionarlos con el potencial de
membrana mitocondrial. Se utiliz6
FCCP 6 pM para colapsar el AW y
transformar los datos de absorbencia a
unidades de voltaje utilizando una
curva patréon. (o) 0.4 mM Pi, (e) 0.4
mM Pi + 0.6 mM Ca®", (o) 0.8 mM Pi
(w) 0.8 MM Pi +0.6 mM Ca”".

Al incubar a las mitocondrias con 0.4 mM de Pi, los niveles de potencial se

vieron modificados parcialmente al incrementar de 63 a 90 mV en presencia de Mg** 0

a 1 mM (Fig. 10, circulos vacios). Al incubar a la muestra de mitocondrias con 0.6 mM

de Ca?*, los niveles de AW se modificaron considerablemente (Fig. 10, circulos llenos).

En estas condiciones se detectd el efecto sinérgico del Mg®* ya que al cambiar la

concentracion de Mg®* de 0.1 a 0.2 mM, los niveles de AW variaron de 74 a 110 mV

(Fig. 10, circulos llenos). Al incrementar los niveles de Mg?* en el medio de reaccion, el

AW aumenté de 110 a 140 mV. Al aumentar la concentracion de Pi en el medio de

reaccion a 0.8 mM, los resultados fueron muy similares a los reportados con 0.4 mM de



Piy 0.6 mM Ca?* exceptuando aquellos obtenidos en presencia de 0.75 y 1 mM de Mg**
en los que el AW observado fue de 120 y 133 mV respectivamente. En presencia de 0.8
mM de Piy 0.6 mM de Ca®*, los valores de potencial registrados fueron los mayores, ya
que con 0.1 mM de Mg?, se registr6 un potencial de 122 mV (Fig. 10, cuadrados
llenos). Estos experimentos sugieren que tanto el Mg?* como el Ca** ejercen sus efectos

sinérgicos con Pi al variar sus concentraciones en las mitocondrias aisladas.

2. El scMUC se abre y cierra reversiblemente en proporcion a las fluctuaciones en

la concentracion de Ca®*. Efecto parcial del Mg?*.

Una de las preguntas més interesantes sobre la regulacion del scMUC es si éste
puede abrirse y cerrarse alternativamente. Esto podria aportar informacion sobre si estos
efectores pueden regular su apertura y con ello la homeostasis mitocondrial. Para ello se
decidid llevar a cabo experimentos de medicion del AW en mitocondrias aisladas en
donde se afiadiera ya sea Ca** o Mg®" posteriores a la activacién del s;sMUC por
restriccion de fosfato, y ver si sus efectos acoplantes pueden ser suprimidos por la
adicion de un agente quelante (Fig. 11). Al incubar a las mitocondrias con Pi 0.4 mM, el
AW registrado fue inestable y disminuy6 con respecto al control (Fig. 11, trazos a y d).
Al adicionar Mg®* 0.3 mM a los 50 s, se registré un incremento en el AW sensible a la
adicion de EGTA 0.3 mM (Fig. 11, trazo b). A los 100 s se afiadié un segundo pulso de
Mg®*, sin embargo el incremento sobre el AW fue menor que en el pulso anterior. El AW
y la sensibilidad a Mg®* y EGTA disminuyeron con cada adicién (Fig. 11, trazo b). Al
llevar a cabo los mismos experimentos utilizando Ca?* se observé que el efecto sobre el

AW era mayor, aunque el sistema era cada vez mas insensible al EGTA (Fig 11, trazo c).



Figura 11. En mitocondrias aisladas
de S. cerevisiae, el {MUC puede ser
activado e inhibido por cationes
divalentes y por quelacion de estos
metales. Modulacién del AW.
Condiciones experimentales:
Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8
ajustado con TEA y 10 pL/mL de
etanol como sustrato respiratorio mas
5 pM de safranina. Los trazos
mostrados muestran cambios en la
densidad oOptica (y por lo tanto en el
AW) en forma semicuantitativa (a,
trazo rojo). Trazo en presencia de
0.4mM de Pi (scMUC abierto). Las
flechas que apuntan hacia arriba
indican la adicién de 300 pM de Mg**
(b, trazo azul), 300 uM de Ca*" (c,
trazo verde) o de ningun catién en el
medio de reaccién (a). Las flechas que
apuntan hacia abajo indican la adicién
de 300 uM de EGTA. (d, trazo negro)
El experimento en presencia de 4 mM
de Pi representa el Estado cerrado del
s«MUC. EIl colapso del potencial se

3. Enausencia de la porina mitocondrial, se pierde la regulacion del ssMUC por

cationes.

Una meta importante de este proyecto es la de identificar los componentes
estructurales del scMUC. En reportes del grupo de Bernardi, se sugiere que el PTP de
mamiferos presenta un sitio en donde los cationes divalentes (incluido el Ca?*) inhiben la
apertura del canal [Bernardi y cols., 1993]. El grupo de Shoshan Barmatz identificé una
serie de aminoacidos en VDAC en donde probablemente se ejerce este efecto [Israelson y
cols., 2007]. Para determinar si las alquilguanidinas inhiben la apertura del sc:MUC a
nivel de la porina, se llevaron a cabo experimentos de consumo de oxigeno en presencia
de etanol como sustrato respiratorio (Estado 4) y en presencia de 6 UM del agente

desacoplante FCCP (Tabla 2).



Tabla 2. En las mitocondrias aisladas de la cepa APorl, la octilguanidina carece de efecto sobre la
relacién respiratoria U/4 en mitocondrias aisladas de Saccharomyces cerevisiae. Condiciones
experimentales: manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA y 10 pL/mL de etanol como sustrato
respiratorio. En presencia de 4 mM de Pi, el SCMUC se encuentra cerrado; al disminuir la concentracién a
0.4 mM de Pi, se induce el estado abierto del cMUC. En estas condiciones se adicion6 12.5uM de
Octilguanidina (OG) y 10 uM de decavanadato de sodio (dVO4). Las velocidades de consumo de oxigeno
estan dadas en nat O (min*mg prot)™.

En presencia de fosfato (Pi) 4 mM, la velocidad de consumo de oxigeno fue de 185+ 6
nat O(min*mg prot)™. Sin embargo, al adicionar FCCP al medio de reaccién, la velocidad
de consumo de oxigeno se incrementé a 377+ 7 nat O(min*mg prot)™. Esto significa que
la capacidad méxima respiratoria fue exactamente dos veces mayor a la registrada en
condiciones normales, por lo que se asume que el ssMUC se encontraba cerrado (Tabla
2). Al llevar a cabo un experimento de consumo de oxigeno pero con niveles de fosfato
diez veces menor, la velocidad en Estado 4 se incrementd a 311+ 18 nat O(min*mg prot)’
! La adicién de FCCP al medio de reaccién incrementd muy poco esta velocidad al
registrar 326+ 4 nat O(min*mg prot)™. Esto indica que antes de la adicion del
desacoplante las mitocondrias ya se encontraban muy cerca de su maxima capacidad
respiratoria y por lo tanto el cociente de 1.1 (U/4), probablemente debido a la apertura del
scMUC (Tabla 2). A estos niveles de Pi, pero en presencia de octilguanidina (OG) 12.5
UM la capacidad respiratoria en Estado 4 fue de 204+ 9 nat O(min*mg prot)” y en
presencia de FCCP se increment6 a 328+ 13 natgO/mg.prot.min dando una relacién U/4

de 1.6. Esto aporta evidencia de que la octilguanidina contrarresta parcialmente los



efectos de la restriccion de Pi en el medio de reaccion, lo cual estd de acuerdo con
resultados previos del laboratorio [Pérez-Vazquez y cols., 2003]. Como control, al
adicionar el inhibidor selectivo del s]MUC decavanadato (dVOy), la relacion U/4 fue de
1.7. Esto sugiere que los efectos de la octilguanidina en el consumo de oxigeno de
mitocondrias aisladas ocurrieron a nivel del scMUC. Posteriormente se llevaron a cabo
los mismos experimentos en las mitocondrias aisladas de la cepa mutante APorl (Tabla
2). Igual que en la cepa silvestre, el consumo de oxigeno en presencia de Pi 4 mM,
ocasiond una velocidad en el consumo de oxigeno de 253+ 12 nat O(min*mg prot)™. La
adicion de FCCP 6 uM incrementd esta velocidad a 398+ 12 nat O(min*mg prot)™y por
lo tanto la relacién U/4 fue de 1.6. En presencia de una concentracion de fosfato de 0.4
mM, la velocidad de consumo de oxigeno en Estado 4 se incrementé a 344+ 11 nat
O(min*mg prot)™* y la adicién de FCCP no incrementd el consumo de oxigeno, lo cual
sugiere que bajo esas condiciones, las mitocondrias ya se encontraban desacopladas
(Tabla 2). La adiciéon de OG 6 dVO, no disminuyeron estadisticamente la respiracién en
Estado 4 ni alteraron el valor de la relacion U/4 que para todos los casos fue de 1.0. Esto
sugiere que en ausencia de VDAC, la octilguanidina y el dvVO, pierden su efecto,

probablemente debido a que esa proteina es el sitio de accion de estas moléculas.

Para poder discriminar entre un efecto directo de la octilguanidina sobre la cadena
respiratoria y un efecto a nivel del s:MUC, se decidié medir el efecto de la OG sobre la
diferencia de potencial en la membrana interna mitocondrial usando el anaranjado de
safranina como indicador (ver Materiales y Métodos) en las cepas silvestre y APorl (Fig

12).



Tiempo (min)

Figura 12. En las mitocondrias aisladas de la cepa APor1, la octilguanidina carece de efecto sobre el
potencial de membrana AW en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae. Condiciones experimentales:
Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA y 10 pL/mL de etanol como sustrato respiratorio.
(A) cepa silvestre, (B) cepa APorl. Los experimentos fueron a: s;MUC cerrado con 4mM Pi, b: sc:MUC
abierto con 0.4 mM Pi, c: OG 12,5 pM y c¢: dVO, 10uM. (U): Al final de cada trazo, se adicion6 FCCP 6
UM,

En presencia de Pi 4 mM, las mitocondrias presentaron un potencial de membrana
(AW) méximo el cual fue abatido a los 2 min al adicionar FCCP al medio de reaccion
(Fig. 12A, trazo a). Las mitocondrias incubadas con Pi 0.4 mM no pudieron establecer un
potencial estable, el cual disminuyé considerablemente con respecto al tiempo (Fig. 12A,
trazo b). En estas condiciones, la presencia de OG 12.5 uM o dVO,4 10 uM restablecio
los niveles de AW-sensible a FCCP (Fig. 12A, trazos c y d). Al llevar a cabo los mismos
experimentos, pero en las mitocondrias de la cepa APorl, se observo que éstas
establecieron un AW méximo con Pi 4 mM (Fig. 12B, trazo a). Al disminuir la
concentracion de Pi un orden de magnitud, el potencial de membrana cayé (Fig. 12B,
trazo b). En estas condiciones, la presencia de OG 6 dVO, no origind un incremento en el

AW (Fig. 12B, trazos c y d).



La apertura del poro de transicion de S. cerevisiae origina hinchamiento de los
organelos [Prieto y cols., 1992]. Para obtener mayor evidencia sobre la probable
inhibicién del scMUC por octilguanidina, se optd por probar sus efectos en el
hinchamiento de las mitocondrias inducido por la adicion de KCI al medio de reaccion
(Fig. 13). En presencia de Pi 4 mM, las mitocondrias de la cepa silvestre presentaron un
patron de hinchamiento residual (Fig. 13A, trazo a). Sin embargo, al llevar a cabo el
mismo experimento a concentraciones bajas de fosfato, el hinchamiento detectado fue
considerablemente mayor (Fig. 13A, trazo b). En estas mismas condiciones pero en
presencia de OG 12.5 pM, el hinchamiento fue considerablemente inhibido (Fig. 13A,
trazo c). Cuando se llevé a cabo la misma serie de experimentos en las mitocondrias
aisladas de la cepa mutante APorl, se observaron los siguientes resultados: En presencia
de Pi 4 mM, la suspensién de mitocondrias presentd un patron de hinchamiento basal, el
cual aumenté considerablemente cuando la suspension de mitocondrias se incubd con Pi
0.4 mM (Fig. 13A, trazos a y b respectivamente). Al adicionar OG, el patron de

hinchamiento fue similar al registrado en condiciones del stMUC abierto (Pi 0.4 mM).



Figura 13. En las mitocondrias
aisladas de la cepa APorl, la
octilguanidina carece de efecto

sobre el hinchamiento en
mitocondrias  aisladas de S.
cerevisiae. Condiciones

experimentales: Manitol 0.6 M, MES
5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA y 10
mL/mL de etanol como sustrato
respiratorio. El hinchamiento se inicié
al adicionar 20mM KCI (K*) al medio
de reaccion (A) cepa silvestre, (B)
cepa APorl. Los experimentos fueron
a: scMUC cerrado con 4 mM Pi, b:
scMUC abierto con 0.4 mM Pi, c: OG
12.5 pM.

Tiempo (min)

4. Posible Participacion del Acarreador de Fosfato como parte de la estructura del

ScM UC

Experimentos previos del laboratorio demostraron que el compuesto organomercurial
mersalil, utilizado como un inhibidor del transporte de fosfato induce la transicion de la
permeabilidad [Cortes y cols., 2000]. Sin embargo en estos estudios no se comprobo si
este compuesto activaba la transicion en la permeabilidad de la membrana interna
mitocondrial por una via inespecifica (dafio membranal) o por una via relacionada con el
scMUC. Para ello fue necesario llevar a cabo experimentos de potencial de membrana en
tres condiciones: 1) Control (scMUC cerrado), 2) En presencia de mersalil y 3) En
presencia de mersalil + dVO4. 1) En experimentos control (scMUC cerrado) las

mitocondrias presentaron un potencial de membrana elevado, constante y sensible al



desacoplante FCCP (Fig. 14A y B trazo a). 2) En presencia de 5 nmoles*(mg prot)™ de
mersalil no se observo una disminucion en el AW (Fig. 14A trazo b). Al incrementar los
niveles de mersalil de 10 a 200 nmoles*(mg prot)™ en la suspensién de mitocondrias, los
niveles de AW fueron disminuyendo en forma inversamente proporcional a la
concentracion de mersalil (Fig. 14A trazos c-e). 3) También se llevaron a cabo los
mismos experimentos en presencia de dVO4 10 uM (inhibidor selectivo del s:MUC) (Fig.
8B). En el control (szsMUC cerrado), las mitocondrias establecieron un AW constante y
sensible a FCCP (Fig. 8B, trazo a). En presencia de dVOy, los niveles de AW registrados
fueron elevados, independientemente de la concentracion de mersalil utilizada (Fig. 14B,

trazos b-e).

Figura 14. En mitocondrias de S.
cerevisiae el mersalil induce el
colapso en el AW. Condiciones
experimentales: Manitol 0.6 M, MES
5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA y 10
mL/mL de etanol como sustrato
respiratorio. (A) —dVO,, (B) +10 uM
dVO,. Los experimentos fueron a:
scMUC cerrado con 4mM Pi, b: 4mM
Pi + 5, c: 10, d: 80, e: 200 nmoles
*(mg proteina) ™ de mersalil

Tiempo (min)



Para poder verificar que los efectos toxicos del mersalil sensibles a dVO, estaban
relacionados con la induccién del estado abierto del s:sMUC y no a nivel de algun
componente de la cadena respiratoria, se llevaron a cabo experimentos de hinchamiento
mitocondrial (Fig. 15). Esto permite evaluar si en las mitocondrias se origina una
disminucion en el AW aunado al hinchamiento del organelo y por lo tanto a una probable

induccién del s]MUC sensible a dVOa,.

Figura 15. En mitocondrias de S.

cerevisiae el mersalil induce
hinchamiento de las mitocondrias.
Condiciones experimentales:

Manitol 0.3 M, MES 5 mM, pH 6.8
ajustado con TEA y 10 mL/mL de
etanol como sustrato respiratorio. En
ausencia (A) o presencia (B) de 10
UM dVO,. Los experimentos fueron a:
scMUC cerrado con 4mM Pi, b: 4mM
Pi + 5, ¢ 10, d: 80, e: 200 nmoles
*(mg proteina) ™ de mersalil

Tiempo (min)

En experimentos control, las mitocondrias no presentaron hinchamiento (Fig.
15A B, trazo a). Sin embargo, al adicionar mersalil a diferentes concentraciones se
detectd un patron de hinchamiento dependiente de la concentracién. En presencia de
mersalil 5 nmoles*(mg prot)™, las mitocondrias presentaron un patrén de hinchamiento
mayor al control. Al incrementar la concentracion de mersalil a 10 nmoles*(mg prot)™?, el
hinchamiento registrado fue considerablemente mayor (Fig. 15A, trazo b). En presencia

de mersalil 20 nmol.mg.prot se registrd un patron de hinchamiento llegando a un maximo



en presencia de mersalil 200 nmoles*(mg prot)™ (Fig. 15A, trazo e). Estos resultados
indicaron que el mersalil inducia la transicion de la permeabilidad. Para poder discernir si
esta permeabilidad era a nivel de apertura del scMUC, se llevaron a cabo los mismos
experimentos pero en presencia de 10 uM de dVO, (Fig. 15B). En experimentos control,
las mitocondrias no presentaron hinchamiento (Fig. 15B, trazo a). En presencia de
mersalil, los resultados indican que no hubo hinchamiento de las mitocondrias cuando el

scMUC fue inhibido por dVO, (Fig 15B, trazos b-e).

Debido a que los organomercuriales presentan inespecificidad, ya que
potencialmente reaccionan con cualquier sulfhidrilo expuesto de las proteinas, existe la
probabilidad de que el mersalil haya reaccionado con componentes de la cadena
respiratoria o con las membranas mitocondriales. Esto implicaria que la disminucion en
el potencial de membrana y el aumento en el hinchamiento de las mitocondrias haya sido
producto del dafio a un nivel no relacionado con el scMUC, el cual por alguna razén
podria ser estabilizado por dVO,. Para descartar lo anterior, se llevaron a cabo
experimentos de consumo de oxigeno en presencia de diferentes concentraciones de

mersalil y del inhibidor especifico del ssMUC dVO, (Tabla 3).

Tabla 3. En las mitocondrias aisladas de la cepa BY4741 de S. cerevisiae, el mersalil induce una
disminucion en la relacion respiratoria U/4. Condiciones experimentales: 4mM de Pi, manitol 0.6 M,
MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA y 10 pL/mL de etanol como sustrato respiratorio. EI consumo de
oxigeno esta dado en nat O(min*mg prot)™.



[Mersalil]

(nmol*mg prot-1) dvO, 0 uM dvVO,10 uM
Estado U Estado4 U/4 Estado U Estado4 U/4
55114 182t 14 3.0 56116 184 £20 3.1
646 11 247 £9 2.6 583 £43 18112 3.2
10 562 £19 23220 2.4 67418 217 216 3.1
20 568 £28 299 75 2.0 56716 208 £19 2.7
80 61813 337 %31 1.9 553+22 23018 24
160 690 * 31 61514 1.1 57720 268 £32 2.2
200 634 26 666 *12 1.0 559+12 256 £12 2.2

En mitocondrias de levadura, la transicién de la permeabilidad mitocondrial
origina un incremento en el consumo de oxigeno en el Estado respiratorio 4 (en ausencia
de ADP) [Perez-Vazquez y cols.,, 2003]. Esto significa que las mitocondrias son
insensibles al incremento en la respiracion originado por el protonéforo FCCP a medida
que el scMUC se abre. En Estado 4 y en presencia de 4mM de Pi en el medio de reaccion,
las mitocondrias presentaron una velocidad en el consumo de oxigeno de 182+ 14 nat
O(min*mg prot)*. En presencia de FCCP, la velocidad increment a 551+ 14 nat
O(min*mg prot)™. Esto dio como resultado una relacién U/4 de 3.0 y es indicativo de una
preparacion de mitocondrias acopladas (Tabla 3). Al afiadir 5 nmoles*(mg prot)™* de
mersalil, la velocidad de consumo de oxigeno en Estado 4 increment6 a 247+ 9 nat
O(min*mg prot)! y la relacion U/4 fue de 2.6. En presencia de mersalil a una
concentracién de 10 nmoles*(mg prot)?, la relacién U/4 fue de 2.4. Esta relacion
disminuy6 a 2.0 con mersalil 20 nmoles*(mg prot)™*; a 1.9 con mersalil 80 nmoles*(mg
prot)™; a 1.1 con mersalil 80 nmoles*(mg prot)y llegando al minimo de 1.0 en presencia
de mersalil 200 nmoles*(mg prot)*. Es importante recalcar que a esta (Gltima

concentracion de mersalil, el transporte de fosfato es inhibido al 100% [Cortes y cols.,



2000]. Al llevar a cabo los mismos experimentos en presencia de 10 uM de dVO,, se
observo que las mitocondrias fueron mas resistentes a los efectos tdxicos del mersalil
(Tabla 3). La respiracion en ausencia de mersalil y presencia de dVO, en Estado 4 fue de
184420 nat O(min*mg prot)™, un valor muy similar al reportado en ausencia de dVO,. La
velocidad en Estado desacoplado fue de 561+16 nat O(min*mg prot)™ y el cociente U/4
fue de 3.1. Este valor no se modific en presencia de 5 6 10 nmoles*(mg prot)™ de
mersalil. Al incrementar el mersalil a 20 y 80 nmoles*(mg prot)?, la relacién U/4
disminuy6 a 2.7 y 2.4, respectivamente. Finalmente, en presencia de mersalil a una
concentracién de 200 nmoles*(mg prot)™, la relacién U/4 fue de 2.2, indicativo de una

muestra de mitocondrias con mayor acoplamiento (Tabla 3).

5. Las mitocondrias de la cepa APic son resistentes al efecto acoplante del fosfato.

Dado que el mersalil es un compuesto ampliamente usado como inhibidor del
transporte de fosfato, se penso6 que el efecto sobre el scMUC se dio a nivel del acarreador
de fosfato (Pic). Con esto en mente, se decidid caracterizar las propiedades bioenergéticas
de las mitocondrias aisladas de una cepa carente de Pic. De acuerdo con resultados
reportados en la literatura, estas mitocondrias no son capaces de establecer un potencial
de membrana en presencia de un sustrato respiratorio [Zara y cols., 1996]. Por ello se
decidi6 establecer un potencial de membrana por adicién de ATP blogueando la cadena
respiratoria con CN” [Roucou y cols., 1995]. Aln en estas condiciones, la ausencia de Pi
ocasiono un colapso en el AW (Fig.16A, trazo a). La adicion de Pi 1 a 4 mM no tuvo un
efecto considerable sobre el AW (Fig. 16A, trazos b,c). Fue necesario afiadir Pi 10 mM

para obtener un AW elevado (Fig. 16A trazo d). En presencia de Pi 20 mM, el potencial



fue elevado y estable (Fig 16A trazo e). Es importante mencionar que estos dos Gltimos

trazos son cantidades no fisiologicas de Pi [Wallace y cols., 1994].

Figura 16. En mitocondrias de S.
cerevisiae de la cepa APic, se
modifica la sensibilidad a Pi pero no
a dVvO,. Condiciones
experimentales: Manitol 0.6 M, MES
5 mM, KCI 20 mM, pH 6.8 ajustado
con TEA, 0.5 mM CN’, 2 mM ATP.
(A) —-dVO,, (B) +10 pM dVO,. a: 1
mM Pi, b: 2 mM Pi, c: 4 mM Pi, d: 10
mM Pi, e: 20 mM Pi.

Tiempo (min)

En presencia de dVO,4 10 uM, la ausencia de fosfato tuvo efectos marginales en el
AW (Fig. 16B, trazo a). Sin embargo, al afadir fosfato 1 mM los valores de AW fueron
mucho mayores y estables (Fig. 16B, trazo b). En presencia de 4 mM de Pi, el potencial

fue muy similar a los valores maximos reportados (Fig. 16B, trazo c). Finalmente, en



presencia de fosfato 10 o 20 mM, los valores de AW fueron méximos y no variaron con

respecto al tiempo (Fig. 16B, trazos d, e).

Para verificar la probable presencia del s;sMUC en las mitocondrias de la cepa

APic, se llevaron a cabo experimentos de hinchamiento mitocondrial (Fig. 17). En

ausencia de Pi, el hinchamiento registrado fue maximo (Fig. 17A, trazo a). La adicion de

Pi 1mM préacticamente no modificd el patron de hinchamiento (Fig. 17A, trazo b). En

presencia de 4 mM Pi, las mitocondrias de esta cepa se hincharon a un nivel medio,

comparado con el trazo en ausencia de Pi (Fig. 17A, trazos a 'y ¢). En presencia de 10 y

20mM de Pi, no se registré hinchamiento (Fig. 17A, trazos d y e).

Tiempo (min)

Figura 17. En mitocondrias de S.
cerevisiae de la cepa APic, se sigue
detectando permeabilidad a KCI
sensible a dVvO,. Condiciones
experimentales: manitol 0.3 M, MES 5
mM, pH 6.8 ajustado con TEA, 0.5
mM CN, 2 mM ATP. Los
experimentos fueron llevados en
ausencia (A) o presencia (B) de 10 uM
dVO,. Los experimentos fueron a: O
mM Pi, b: 1 mM Pi, ¢c: 4 mM Pi, d: 10
mM Pi, e: 20 mM Pi.

El hinchamiento de las mitocondrias de esta cepa también fue sensible a la presencia de

10 uM dVvO, (Fig. 17B, trazos b-e). El hinchamiento se redujo considerablemente al

adicionar 1 mM de Pi al medio de reaccion (Fig. 17B, trazo b). Este fue completamente



inhibido a mayores concentraciones (Fig. 17B, trazos c-e). Estos resultados sugieren que
el ATP y la ausencia de Pi desencadenan la transicion de la permeabilidad mitocondrial

aun en las mitocondrias de la cepa APic.

6. Las mitocondrias de la cepa APic son resistentes al efecto tdxico del mersalil.

Estudios previos del laboratorio demostraron que la inhibicion del transporte de
fosfato desencadena hinchamiento y una pérdida del potencial de membrana mitocondrial
[Cortes y cols., 2000]. Para poder establecer si el blanco a través del cual el mersalil
induce la apertura del s:MUC es el acarreador de fosfato, se optd por probar el efecto de
este compuesto en mitocondrias de la cepa APic (Fig. 18). Los experimentos fueron
llevados a cabo en presencia de 20 mM de Pi (partiendo de los datos obtenidos en la Fig.
17), 0.5 mM CN y 2 mM ATP para establecer un A® mediado por la hidrélisis de ATP
[Roucou y cols., 1995]. En condiciones estandar (4 mM Pi, etanol y sin ATP las

mitocondrias de la cepa APic) no generan un potencial estable.

Figura 18. En mitocondrias de S.
cerevisiae de la cepa APic, se
modifica la sensibilidad a mersalil.
Condiciones experimentales: 20 mM
Pi, Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8
ajustado con TEA, 0.5 mM CN’, 20
mM KCl y 2 mM ATP. (A) Cepa
silvestre, (B) Cepa APic. Los
experimentos fueron a: Control, b: 200
nmoles (mg prot)* de mersalil y c:
Mersalil + 10 uM dVVO,.

Tiempo (min)



Los experimentos fueron llevados a cabo en tres condiciones: 1) Control positivo
(scMUC cerrado), en la cual las mitocondrias establecen un potencial de membrana
elevado y constante, 2) En presencia de 200 nmoles*(mg prot)” de mersalil y 3) En
presencia de mersalil y dVO,4 10 uM. Los experimentos control llevados a cabo en las
mitocondrias aisladas de la cepa silvestre (Fig. 18A, trazo a) demostraron que en
condiciones control, las mitocondrias establecen un elevado potencial de membrana
sensible al desacoplante FCCP. Al adicionar mersalil 200 nmoles*(mg prot)™, el
potencial de membrana de las mitocondrias disminuyd considerablemente (Fig. 18A,
trazo b). Al igual que en experimentos anteriores (Fig. 12), el potencial fue restituido a
niveles similares al experimento control al adicionar 10 uM de dVOq (Fig. 18A, trazo c).
Al llevar a cabo los mismos experimentos en las mitocondrias de la cepa APic, se observé
que estas establecian un AW constante y elevado en condiciones control (Fig. 18B, trazo
a). En forma opuesta a los experimentos realizados en la cepa silvestre, al adicionar 200
nmoles*(mg prot)™* de mersalil, el potencial registrado fue muy similar al experimento
control (Fig. 18B, trazo b). Estos valores de potencial no fueron modificados al adicionar

dVvO, (Fig. 18B, trazo c).

Para reafirmar estos resultados, se efectuaron experimentos de hinchamiento

mitocondrial para evaluar el efecto del mersalil en mitocondrias de la cepa APic (Fig. 19).



Figura 19. En mitocondrias de S.
cerevisiae de la cepa APic, se
modifica la sensibilidad a mersalil.
Condiciones experimentales:
Manitol 0.3 M, MES 5 mM, pH 6.8
ajustado con TEA, 0.5mM CN’, 2mM
ATP. K" denota la adicion de 20 mM
de KCI. (A) Cepa silvestre, (B) Cepa
APic. Los experimentos fueron a:
Control, b: 200 nmoles.mg.prot de
mersalil y ¢: Mersalil + 10uM dVO,.

Tiempo (min)

En condiciones control, las mitocondrias presentaron un patrén de hinchamiento
basal (Fig. 19A, trazo a). Al adicionar 200 nmoles*(mg prot)* de mersalil, el
hinchamiento registrado fue mayor al registrado en el experimento control (Fig. 19A,
trazo b). Este patron de hinchamiento disminuy6 en presencia de dVOq (Fig. 19A, trazo
c). Al llevar a cabo los experimentos de hinchamiento en la cepa APic, se registré un
hinchamiento basal en condiciones control (Fig. 19B, trazo a), sin embargo la adicion de
mersalil 0 dVO4 no modificé el patron de hinchamiento (Fig. 19A, trazos b y c), lo que
concuerda con los experimentos de AW llevados a cabo en las mismas condiciones (Fig.

18).

7. Las propiedades de exclusion molecular del stMUC de la cepa APic son

distintas al de la cepa silvestre isogénica.

En los primeros trabajos sobre la caracterizacién de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial en mamiferos [Haworth y Hunter, 1979; Haworth vy

Hunter, 1980; Hunter y Haworth, 1979a; Hunter y Haworth, 1979b] y levaduras [Jung



y cols., 1997], se midi6 el tamafio del poro de transicion por exclusion molecular. Estos
experimentos se basan en la presion osmotica que puede ejercer cualquier molécula
impermeable a través de una membrana porosa que permita el flujo de agua a través de
ella. Entre las moléculas mas utilizadas destacan los dextranes y polietilenglicoles de
elevada masa molecular. Con estos experimentos se determind que el PTP de mamiferos
y el scMUC permiten el transporte de moléculas con una masa menor a 1.5 kDa [Bernardi
y Forte, 2007; Bernardi y Rasola, 2007; Jung y cols., 1997]. Esto quiere decir que las
moléculas de mayor masa no podran ser transportadas a través de estos poros, originando
la salida de agua de los organelos para compensar la diferencia en la concentracion de
estas moléculas. En estos experimentos, usualmente se permite que las mitocondrias se
hinchen, induciendo la apertura del stsMUC ya sea por adicion de ATP o por deplecion de
los niveles de Pi [Manon y Guerin, 1997; Pérez-Vazquez y cols., 2003]. Posteriormente
se adicionan las moléculas que originen contraccion incrementando las masas
moleculares de estas y procurando mantener las mismas condiciones de osmolaridad, ya
que no son osmolitos ideales (ImOsMol # 1mM). Con esto en mente, se llevo a cabo una
titulacion para determinar el tamafio del scsMUC en la cepa silvestre y la mutante APic
(Fig. 20), para comparar los tamafios de poro obtenidos con los reportados en la literatura

[Jung y cols., 1997].



Figura 20. Propiedades de exclusion
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A 0.04- molecular de las mitocondrias de las
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20A trazo b).

En presencia de un PEG de 0.6 kDa, la suspension de mitocondrias presentd un
patrén de contraccidn inferior al 50% (Fig. 20A trazo c¢). Al incrementar la masa del PEG
a 1.1 kDa (Fig. 20A trazo d), las mitocondrias presentaron un patron de contraccion
mayor, llegando a un méximo en presencia de PEG de 1.5 kDa (Fig. 20A trazo e). Al
incrementar la masa de PEG a 3.35 kDa, el patron de contraccion fue mas lento que con
PEG 1.5 kDa, sin embargo este comportamiento ha sido reportado tanto para mamiferos
como para levaduras [Haworth y Hunter, 1979; Jung y cols., 1997]. Al llevar a cabo esta

titulacion para las mitocondrias de la cepa APic, se observo que no hubo contraccion en



ausencia de PEG (Fig. 20B trazo a). Sin embargo, estas fueron mas sensibles que la
silvestre a la adicion de PEG de 0.4 kDa (Fig. 20B trazo b). En presencia de PEG de 0.6
kDa, las mitocondrias presentaron un patron de contraccion mucho mayor, llegando a un
maximo en presencia de PEG 1.1 kDa (Fig. 20B trazos c y d). La adicién de PEG de 1.45
y 3.35 kDa no incrementé el patron de contraccion en comparacion con el registrado en
presencia de PEG de 1.1 kDa [Fig. 20B trazos e y f]. Esto sugiere que el poro ya no
permite la entrada de moléculas con masa igual a 1.1 kDa. Al regraficar las diferencias
maximas en la absorbencia registrada producto de la contraccién con PEGs y ajustar los
datos a un modelo de una curva sigmoide, se pudo estimar la masa media para la
obtencion de un patron medio de contraccion (Fig. 20C). Del modelo, se obtuvo que para
la cepa silvestre, el scMUC permite el paso de solutos con una masa media de 1.12 £0.06
kDa. Este dato es similar al determinado por otros grupos de investigacion [Jung y cols.,
1997]. Para las mitocondrias de la cepa APic, el tamafio medio maximo de contraccion

fue de 0.72 +£0.01 kDa.

Los resultados utilizando PEGs de diferente masa molecular sugirieron que existe
una diferencia entre el canal detectado en mitocondrias de la cepa silvestre y la mutante
APic. Por ello se decidi6 evaluar la velocidad de contraccion de las mitocondrias
silvestres y mutantes con un PEG que ya no entrara en las mitocondrias de la cepa APic.
Bajo la suposicion de que si el ssMUC en ausencia del acarreador de fosfato tiene
menores dimensiones, entonces un PEG de una masa critica ocasionaria una mayor
velocidad de contraccion al ser comparada con la velocidad de contraccién de una

suspension de mitocondrias con un s:MUC de mayores dimensiones (Fig. 21).



Figura 21. Propiedades de exclusién
molecular de las mitocondrias de las
cepas silvestre y APic a diferentes
osmolaridades. Condiciones
experimentales: Manitol 0.3 M, MES
5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA,
0.5mM CN’, 2mM ATP. En donde se
indica, se afiadié PEG de 1.1 kDa. (A)
Cepa silvestre, (B) Cepa APic, (C)
Velocidades porcentuales de
contraccién tomando como maximo la
contraccion obtenida en presencia de
PEG 1.45 kDa. a: Sin PEG, b: 3.75
mOsM, c¢: 7.5 mosM, d: 11.25 mosM,
e: 15 mosM, f: 18.75 mosM, g: 22.5
mosM, h: 26.25 mosM, i: 30 mosM de
PEG 1.45 kDa. Circulos opéacos: WT,;
Circulos vacios: APic.

En ausencia de PEG, no se observo contraccion ni en las mitocondrias de la cepa
silvestre, ni en la APic (Fig. 21, trazos a). Posteriormente se observd que al afiadir
concentraciones crecientes de PEG de 1.1 kDa, la contracciébn mitocondrial se
incrementaba proporcionalmente en la cepa silvestre (Fig. 21A). Cuando la misma
titulacion se llevé a cabo en las mitocondrias de la cepa mutante, se observo que la
contraccion se incrementd de 3.75 a 15 mosM de PEG de 1.1 kDa (Fig. 21B, trazos b-d).
Al incrementar la concentracion de PEG, las mitocondrias de la cepa APic presentaron un
salto en el porcentaje de contraccién a niveles mayores al 80% (Fig. 21C, circulos
vacios). A concentraciones de 18.5 a 30 mosM de PEG, la contraccion aumentd

marginalmente hasta Ilegar al 100% en presencia de PEG 30 mosM (Fig. 21C, circulos



vacios). Estos resultados sugieren que el canal detectado en las mitocondria de la cepa

APic presenta menores dimensiones.

Discusion

La levadura S. cerevisiae es un microorganismo anaerobio facultativo. Por lo
tanto es capaz de crecer por la via fermentativa con un contenido de mitocondrias parcial
o completamente disfuncionales [Sherman, 2002]. Lo anterior hace posible que proteinas
de suma importancia como VDAC o Pic puedan ser eliminados genéticamente sin que
sean letales. En principio, esta caracteristica sitla a S. cerevisiae como el mejor modelo
para la comprension y caracterizacion de varios fenémenos mitocondriales incluyendo el
de la transicion de la permeabilidad. Sin embargo, es importante conocer las diferencias
que presentan las mitocondrias de S. cerevisiae al ser comparadas con mitocondrias de
otras especies [Azzolin y cols., 2010a; Azzolin y cols., 2010b]. Por una parte, las
mitocondrias de S. cerevisiae carecen de un uniportador de Ca?* sensible a rojo de rutenio
[Jung y cols., 1997]. Por otra parte, el cMUC es insensible a ciclosporina A (aunque se
ha demostrado que la ciclofilina de S. cerevisiae si es inhibida por el inmunosupresor)
[Jung y cols., 1997; Matouschek y cols., 1995]. Estas caracteristicas ocasionan que la
levadura sea muy resistente a la presencia de Ca?* en el medio de reaccién y por
consiguiente ha llevado a expertos en el campo a proponer que el scsMUC y el PTP son
entidades sin ninguna relacion entre si [Halestrap, 2009b; Halestrap, 2010]. Por otra
parte, otro grupo de expertos ha sugerido recientemente que la transicion de la
permeabilidad podria estar ampliamente conservada en el dominio eucarionte [Azzolin y

cols., 2010]. Esta hip6tesis fue postulada con base en el descubrimiento de que el Ca*



induce la transicion de la permeabilidad en S. cerevisiae siempre y cuando las
mitocondrias sean incubadas con Ca?*, bajos niveles de fosfato y en presencia del
iondforo de Ca®* ETH129 [Yamada y cols., 2009]. Esto significa que el transporte de
Ca®* a la matriz mitocondrial puede desencadenar la apertura del s;sMUC y por lo tanto
estos estudios y los presentados en esta tesis sugieren que las mitocondrias de S.
cerevisiae presentan los dos sitios de interaccién con Ca®* presentes en el szsMUC: Un
sitio externo en donde el Ca®* puede inhibir la apertura del ;MUC y del PTP con ICs, de
0.3y 0.25 mM respectivamente y un sitio interno en donde el Ca?* induce la transicion de
la permeabilidad [Al-Nasser y Crompton, 1986; Bernardi y cols., 1993; Perez-Vazquez
y cols., 2003; Yamada y cols., 2009]. Los resultados presentados en estos trabajos
sugieren que la transicion de la permeabilidad estd puede ser un fendmeno ampliamente
distribuido tanto en mamiferos como levaduras. Adicionalmente, los resultados
presentados en esta tesis aportan evidencia que sugiere que el sitio externo en donde el
Ca”" inhibe la transicién de la permeabilidad puede tener una ICig cercana a 50 pM
siempre y cuando exista Mg?* y Pi en el medio de incubacién de las mitocondrias. En
forma analoga, el PTP podria ser inhibido con Ca** siempre y cuando exista RR y Mg?*

en el medio de reaccion.

A pesar de que S. cerevisiae representa la posibilidad de obtener mitocondrias
carentes de la gran mayoria de proteinas mitocondriales, es importante mencionar que fue
necesario hacer adaptaciones a los ensayos comunmente efectuados en el laboratorio con
la finalidad de evitar resultados falsos positivos. En el caso de las mitocondrias de la cepa
APorl, las mitocondrias aisladas no transportan eficientemente dinucle6tidos como el

NADH y adenin nucle6tidos [Antos y cols., 2001a; Antos y cols., 2001b; Averet y cols.,



2002; Sanchez y cols., 2001]. Esto origina que las mitocondrias aisladas de esta cepa
presenten velocidades respiratorias muy inferiores a las reportadas para aquellas
mitocondrias que expresan VDAC (Resultados no mostrados). En el caso del NADH, la
molécula es transportada a través de la membrana externa por VDAC para poder ser
oxidada por las NADH deshidrogenasas externas [Kmita y Budzinska, 2000; Kmita y
cols., 1999]. En ausencia de VDAC, moléculas como el NADH pueden ser internalizadas
a la mitocondria por el complejo TOM, sin embargo el transporte de estas moléculas a
través de la translocasa TOM no sustituye totalmente la ausencia de VDAC. Por lo
anterior, en los experimentos presentados para la cepa APorl, este problema fue resuelto
al utilizar etanol como sustrato respiratorio. Al afiadir etanol a la mitocondria, este es
oxidado por la alcohol deshidrogenasa mitocondrial generando asi NADH dentro de la
matriz mitocondrial y obteniendo velocidades de respiracion similares a las de las
mitocondrias de la cepa silvestre. Por otra parte, la induccion del s:MUC en estas cepas se
llevd a cabo por restriccion de Pi en vez de por adicion de ATP al medio de reaccion. En
el caso de las mitocondrias de la cepa APic, el potencial de membrana AW en condiciones
respiratorias tiende a ser muy bajo, ya que el transporte de Pi se encuentra acoplado a la
respiracion mitocondrial [Zara y cols., 1996]. Sin embargo, el problema de la baja
capacidad para establecer un AW similar a las mitocondrias de la cepa silvestre pudo ser
resuelto al inhibir a la cadena respiratoria con cianuro y generar un potencial utilizando a
la ATP sintasa como ATPasa al hidrolizar el ATP exdgeno [Roucou y cols., 1995]. En
estas condiciones, se pudo evaluar la sensibilidad de las cepas silvestre y mutante APic al
organomercurial mersalil. Estudios previos del grupo de Wohlrab con el Pic aislado y

reconstituido sugieren que las cisteinas implicadas en la transicion del modo de acarreo



acoplado con protones y no acoplado (inespecifico) dependen exclusivamente de dos C28
en un dimero del Pic [Schroers y cols., 1997]. Sin embargo, experimentos recientes del
grupo de Kunji sugieren que en realidad estas moléculas operan como mondmeros [Kunji
y Crichton, 2010]. Este mismo debate se ha suscitado en torno a VDAC. El grupo de
Rostovsteva propone que este canal opera como mondmero [Rostovtseva com pers.],
mientras que datos recientes a partir de analisis cristalograficos y funcionales sugieren
que este canal puede operar como mondémero pero también como dimero y hexamero
[Mader y cols., 2010; Ujwal y cols., 2009]. La diferencia entre el funcionamiento como
mondmero y oligdbmero radica en que como mondémero, VDAC transporta moléculas a
través del barril B. Al funcionar como hexéamero, y bajo un estimulo apoptdtico, se
favorece la translocacion de moléculas de mayor masa molecular como el factor de
induccién de la apoptosis (AIF) y el citocromo c. Esto se da a través de un mecanismo
desconocido el cual constituye un tema de amplio debate [Mader y cols., 2010]. En
cuanto a la sensibilidad de VDAC a cationes, estudios en mitocondrias de lineas celulares
sugieren que la isoforma 1 presenta dos residuos acidos implicados en la unién a Ca’* y a
rojo de rutenio [Israelson y cols., 2007]. En una colaboracion con este grupo, se logré
identificar los residuos de interaccion en Porl. En mitocondrias de una cepa con la
mutacion en la porina Q72E se determin6 un mayor efecto protector del rojo de rutenio
sobre la oxidacion de NADH probablemente debido a que en esa mutante (y en menor
proporcion en la silvestre) el Rojo de Rutenio también se une a VDAC de levadura

impidiendo el trafico de solutos [Resultados no publicados].

En trabajos recientes del grupo de Halestrap, se ha propuesto que el acarreador de

Pi es un componente del PTP de mamiferos [Leung y Halestrap, 2008; Leung y cols.,



2008]. Los resultados presentados en esta tesis sugieren que este acarreador también
forma parte del scMUC y por ende se aporta evidencia que refuerza la nocion de que la
transicion de la permeabilidad mitocondrial es un fendmeno conservado en el dominio
eucarionte. Sin embargo, es importante recalcar que el ssMUC (0 una estructura similar)
sigue siendo detectada en las mutantes APic. La estructura detectada tiene dimensiones
cercanas a la mitad del limite medio de exclusion molecular del scMUC y sugiere que otra
proteina probablemente de dimensiones similares al Pic (otro acarreador mitocondrial)
contribuye a la estructura del poro en las mitocondrias de la cepa APic [Zoratti y cols.,
2010; Zoratti y cols., 2005]. Otras hip6tesis sugieren que el canal en el nacleo del poro de
transicion estd formado por componentes del complejo TIM23 algunos de los cuales
interactan con el translocador de nucleétidos de adenina (y probablemente con Pic)

[Claypool y cols., 2008].

La posibilidad de que el scMUC es la manifestacion bioenergética del agregado de
proteinas constituido por VDAC, Pic, ANT y probablemente componentes de la
maquinaria de importacion de proteinas parece tener cada dia mayor validez. Al eliminar
genéticamente la mayoria de estas proteinas, se sigue detectando permeabilidad
inespecifica. Sin embargo, ciertas propiedades del canal detectado en estas mutantes
cambian, lo cual lleva a considerar que estas proteinas pueden asociarse para dar como

resultado MUCs con diferentes niveles de regulacion.



Conclusiones Parciales

* El ¢ MUC es inhibido reversiblemente por Ca*".

* La inhibicién por Ca** se da en concentraciones micromolares siempre y cuando

exista Mg®* y Pi en el medio de reaccidn.
* Enausencia de VDAC se pierde la modulacién por Ca**, OG y dVO..
®* VDAC es un probable componente del ssMUC.
® El mersalil induce la apertura del ssMUC.
® El efecto del mersalil y el fosfato es considerablemente menor en la cepa APic.

® Un scMUC de menores dimensiones es detectado en las mitocondrias de la cepa

APic.
® El acarreador de fosfato es un probable componente del s:MUC.

® La transicion de la permeabilidad mitocondrial en S. cerevisiae presenta una

estructura y regulacion con ciertas similitudes a la detectada en mamiferos.

Conclusion General

® El scMUC de S. cerevisiae puede ser considerado como un modelo para la
comprension de ciertos aspectos del poro de transicion de la permeabilidad de

otras especies.

Perspectivas



® Evaluar el efecto de derivados de ubiquinonas (moduladores del PTP de

mamiferos) sobre el s:MUC.

® Determinar el sitio de interaccion de los derivados de ubiquinonas utilizados.
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