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ABREVIATURAS

ANT Translocasa de adenin nucledtidos
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CRC Capacidad de retencion de calcio
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wMUC Canal inespecifico mitocondrial de mamiferos
MUC Canal inespecifico mitocondrial

Q1 Quinona 1

Qs Quinona 6

Q1o Quinona 10

PiC Acarreador mitocondrial de fosfatos

scMUC Canal inespecifico mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae
TP Transicion de la permeabilidad

VDAC Canal aniénico dependiente de voltaje
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RESUMEN

La transicidon de la permeabilidad mitocondrial (TP) es el cambio subito de la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial como respuesta a distintos
factores (calcio, estrés oxidativo, deplecién de nucleétidos de adenina, fosfato, entre
otros). La TP esta determinada por la apertura de un canal inespecifico (MUC, por sus
siglas en inglés) cuya identidad molecular aun es controversial, sin embargo, la
investigacion de distintos grupos ha permitido proponer como componentes del MUC a
distintas proteinas, como la traslocasa de adenin nucledtidos, el acarreador de
fosfatos, la porina mitocondrial, la ciclofilina D y proteinas de la familia Bcl-2, ademas
de algunas enzimas como la hexocinasa. Se ha detectado la presencia del MUC en
distintas especies, incluyendo a Saccharomyces cerevisiae (scsMUC).

La consecuencia principal de la apertura del MUC es que la membrana
mitocondrial interna deja de representar una barrera para los protones, llevando a la
disipacion de la fuerza protén-motriz y por tanto al desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa; las moléculas de bajo peso molecular se equilibran a través de la
membrana interna, conduciendo a un aumento en el volumen mitocondrial que puede
derivar en la ruptura de la membrana externa y en la liberacion de moléculas del
espacio intermembranal, como factores pro-apoptéticos. En este sentido, se ha
observado que la apertura del MUC se encuentra estrechamente relacionada a la
muerte celular por apoptosis y necrosis después de un periodo de isquemia-
reperfusion en mamiferos. También se ha propuesto que el MUC se encuentra
involucrado en la desintoxicacion de cationes, el control de especies reactivas de

oxigeno y la regulacion de la sintesis de ATP.

Se ha propuesto que el MUC de mamiferos (,MUC) puede ser regulado a
través del flujo de electrones provenientes del complejo I, y se ha comprobado el
efecto regulatorio de distintos analogos de las quinonas. En este trabajo se determin6
el efecto de la decilubiquinona, Qs Y Q10 en el s:MUC, midiendo sus efectos sobre el
consumo de oxigeno, el potencial transmembranal y el hinchamiento mitocondrial,
utilizando etanol o succinato como sustrato respiratorio. Los resultados sugieren que el
estado de oOxido reduccion de los piridin nucle6tidos juega un papel en la regulacion
del scMUC. Por otro lado, los experimentos de competencia con Q; y DQ sugieren que
existe un sitio especifico de union de las quinonas al s;MUC para que lleven a cabo su

funcién regulatoria.
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INTRODUCCION

Las cadenas respiratorias mitocondriales

La primera observacibn de una mitocondria fue en 1840. Los primeros
experimentos sobre los mecanismos de respiracion y caracterizacion de la citocromo ¢
oxidasa fueron reportados alrededor de 1930 por Warburg. Lenhinger y Kennedy
descubrieron en 1949 que las mitocondrias son el sitio en donde se realiza la
fosforilacion oxidativa, el ciclo de Krebs y la oxidacion de acidos grasos. El
fraccionamiento subcelular y la centrifugacion diferencial fueron desarrolladas en el
mismo periodo por Claude y deDuve, quienes demostraron junto con Hogebbom y
Hotchkiss que la respiracion tiene lugar dentro de la mitocondria. En 1952 Palade y
Sjostrand presentaron las primeras imagenes de la mitocondria en alta resolucién y
mostraron que estos organelos tienen una membrana externa y una interna que se

encuentra plegada formando crestas (Nelson y Cox 2013).

La membrana mitocondrial externa es permeable a pequefias moléculas e
iones, ya que esta constituida por 40% de lipidos y 60% de copias de una proteina
denominada porina o canal anionico dependiente de voltaje (VDAC), que permite el
transporte pasivo de moléculas citosélicas con un peso de hasta 10,000 Da. Por otro
lado, posee enzimas que convierten sustratos lipidicos a formas que van a ser
metabolizadas en la matriz, receptores de importacion y translocacién de proteinas
(Lodish 2006); también posee proteinas que pueden establecer uniones dependientes
de ATP y proteinas de la familia Bcl-2 (Alberts y cols. 2002).

La membrana mitocondrial interna es impermeable a la mayoria de las
moléculas pequefias e iones; las Unicas que pueden atravesar la membrana son
aquellas para las que existen transportadores especificos. Posee 80% de proteinas y
20% de lipidos. Se caracteriza por la formacion de crestas, las cuales incrementan el
area total de la superficie interna. Estas crestas aparecen como estructuras lamelares
o tubulares, cuyo niumero esta relacionado con las demandas energéticas de la célula
(Lodish 2006). La membrana interna aloja los componentes de la cadena respiratoria y
a la ATP sintasa (Fig. 1). En condiciones aerdébicas la fosforilacién oxidativa genera la

mayor parte de la energia celular.

En la matriz mitocondrial se encuentran la piruvato deshidrogenasa, las

enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, las enzimas que catalizan la oxidacién
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de los 4cidos grasos y las enzimas de la oxidacion de aminoacidos, asi como el DNA

mitocondrial, y distintos moléculas como ATP, ADP, P;, Mg*" Ca*"y K.

Durante los afios siguientes al descubrimiento de la fisiologia de las
mitocondrias, la investigacion se orienté al estudio de la respiracién con particulas
submitocondriales y con mitocondrias intactas, obteniéndose informacion acerca de la
composicion, cinética y sitios de acoplamiento de la cadena respiratoria. De la
membrana interna mitocondrial se pueden aislar mas de veinte transportadores de
electrones distintos asociados a numerosos péptidos. Con la excepciébn de la
coenzima Q, todos los miembros de esta cadena son proteinas. Estas proteinas
pueden funcionar como enzimas como en el caso de varias deshidrogenasas, pueden
contener hierro como parte de su centro hierro-azufre o pueden contener cobre, como
en el caso de los citocromos a y as. Estos péptidos y moléculas se han asociado en
cuatro complejos enzimaticos (Tabla 1). También esta la ATP sintasa o complejo V
que sintetiza ATP mediante la fosforilacion oxidativa, sin embargo, éste no es

propiamente un componente de la cadena transportadora de electrones.

[ TCACyele

Fumarate Succinate

0; — >H,0 ADP AP
! @
> ¢
\; — - J

e ad, &7 -

INTERMEMBRANE " f\t yte
SPACE -— '

Marrix

INNER
MITOCHONDRIAL
MEMBRANE

Subunits Complex 1 Complex 11 Complex 111 Complex IV Complex V

Fig. 1. Esquema de la cadena respiratoria. Las subunidades codificadas por el ADN mitocondrial
aparecen en rojo y las codificadas por el ADN nuclear en azul. Al tiempo que los electrones fluyen a
través de la cadena de transporte electronico, hay bombeo de protones desde la matriz al espacio
intermembranal mediante los complejos |, Il y IV. De ahi, los protones pasan de nuevo a la matriz

mitocondrial a través del complejo V, produciendo ATP (DiMauro 2004).

Cada complejo acepta o dona electrones a acarreadores o transportadores
métiles como la coenzima Q y el citocromo c. Cada acarreador de la cadena de
transporte de electrones puede recibir electrones de un donador y subsecuentemente
puede donarlos al siguiente acarreador de la cadena de acuerdo con su potencial

redox (E®); los electrones tenderan a fluir espontdneamente desde un transportador
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con un valor de E° mas negativo hacia otro con E° mas positivo. Finalmente se
combinan con el oxigeno y protones formando agua. La mayoria de estos electrones
proviene de la accién de enzimas deshidrogenasas que son donados por distintas via
catabdlicas a los aceptores universales de electrones: 1) Los nucleétidos de
nitcotinamida (NAD" o NADP®) y 2) Los nucledtidos de flavina. Por ejemplo, la
glucdlisis y el ciclo del acido citrico generan una cantidad sumamente baja de energia
en forma de ATP mediante fosforilaciones a nivel sustrato. Sin embargo, seis pasos de
deshidrogenacién (uno en la glucélisis, otro en la reaccion de la piruvato
deshidrogenasa y cuatro mas en el ciclo de Krebs) reducen, en total, 10 moles de
NAD"* a NADH y dos moles de FAD a FADH,, por mol de glucosa. La reoxidacion de
estos equivalentes reductores genera la mayor parte de la energia necesaria para la
sintesis de ATP.
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Tabla 1. Complejos respiratorios mitocondriales.

I 980 46 FMN, 7 centros Fe- 1. Transferencia exergdnica de un ion hidruro desde el NADH y un protén desde
NADH S la matriz a la ubiquinona (CoQ).
deshidrogenasa NADH + H" + CoQ —/» NAD+ + CoQH,

2. La transferencia endergénica de 4 protones desde la matriz al espacio

intermembrana cada 2 electrones transferidos.

NADH + 5H"y + CoQ —» NAD+ + CoQH, + 4H"p

1] 100 5 FAD, cyt bsg, El FAD es reducido a FADH, durante la oxidacién del succinato a fumarato. El
Succinato-CoQ 3 centros Fe-S FADH, es luego reoxidado por transferencia de electrones a través de una serie
reductasa de 3 centros Fe-S a la CoQ, generando CoQHs :

FAD I:eScentro 1 FeScentro 2 f eScentro 3 E:OQ

1 240 11 Cit b, cit ¢y, Fe-S 1. Acepta electrones de la CoQH, que se genero por la transferencia de

. electrones en los complejos | y 1.
CoQ-cit c reductasa Pi€] y

2. Acopla la transferencia de electrones de QH, al citocromo c con el transporte
de cuatro protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal
mediante el ciclo Q:

QH, + 2 cit ¢, (oxidados) + 2 H'y ——p Q + 2 cit ¢,(reducidos) + 4 H'p

\% 204 13 Cit a, cit a3, Cua, 1. Acepta los electrones del cit c y los transfiere al oxigeno para realizar la
Cug siguiente reaccion irreversible:

O,+4H"+4e —» 2H,0

Citocromo oxidasa

2. El O, reacciona en un centro binuclear que consiste en hemo as y Cug. Por
cada dos electrones que pasan a través del complejo IV se transfieren 2 H"
hacia el espacio intermembranal.

Nelson y Cox 2013
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La fosforilacion oxidativa y la teoria quimiosmotica

La fosforilacion oxidativa es la sintesis de ATP asociada al flujo de electrones
de la cadena respiratoria. El mecanismo de la fosforilacién oxidativa fue motivo de
gran controversia. Hubo muchas teorias sobre el mecanismo del acoplamiento entre
una reaccion exergonica (oxidacibn de NADH y reduccién de O,) y una reaccién
endergobnica (condensacion de ADP y P;). Los resultados obtenidos durante el estudio
de la cadena respiratoria sugerian la presencia de compuestos altamente energéticos
como intermediarios entre el transporte de electrones y la sintesis de ATP. En la via
glucolitica, por ejemplo, el gliceraldehido 3-fosfato se oxida a 1,3 difosfoglicerato;
cuando este compuesto transfiere el P; activado al ADP, tiene lugar la sintesis de ATP.
Esta idea dio origen a la hipétesis del acoplamiento quimico propuesta por Slater en
1953, segun la cual, a partir de la energia quimica liberada de la transferencia de
electrones a través de la cadena respiratoria, se produce algun intermediario quimico
de alta energia que podria ser utilizado para la sintesis de ATP. Sin embargo, nunca
se logré identificar el compuesto de alta energia. Por otro lado, en 1964 Paul Boyer
formul6 la hip6tesis del acoplamiento conformacional, que propone que el transporte
de electrones permite cambios y estarian asociadas a la ATPsintetasa, de modo que
su “desactivaciéon” conduce a la sintesis de ATP, sin embargo, esta propuesta

encontré poco apoyo experimental.

Peter Mitchell (1961) propuso la teoria quimiosmotica, que indica que la
transferencia de electrones a través de la cadena respiratoria estd acompafiada por el
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal,
generando una diferencia en la concentracion de protones a través de la membrana. El
medio presente en la matriz mitocondrial se alcaliniza respecto al medio presente en el
espacio intermembranal. Segun la teoria quimiosmaética esta energia denominada
fuerza protén-motriz, se utiliza para la sintesis de ATP catalizada por F; cuando los
protones retornan pasivamente a la matriz mitocondrial a través del poro de protones
del componente F, de la ATPsintetasa (Fig. 2). La fosforilacion oxidativa requiere que
la membrana mitocondrial interna esté integra; los compuestos que aumentan su
permeabilidad disipan el gradiente electroquimico y permiten que el transporte de
electrones continte, pero inhiben la sintesis de ATP, es decir “desacoplan” el

transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa.
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ESPACIO
INTERMEMBRANA

$ 3 -
( FADH,
FAD Ha0 A<
NAD*  NADH \

ATP  ADP 4+ P,

MATRIZ

Fig. 2. Sintesis de ATP durante la fosforilacién oxidativa. En la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, el complejo | recibe los electrones del NADH, mientras que el complejo Il los recibe del
succinato. Estos electrones se transfieren a la CoQ que los cede al complejo Ill. Desde este complejo los
electrones son cedidos al citocromo c y al complejo 1V, que a su vez cataliza la reduccién del oxigeno
molecular a agua (Brownlee, 2001).

En 1960, Racker y colaboradores lograron aislar a la ATPasa de particulas
submitocondriales, y demaostraron que se encuentra conformada por dos subunidades
capaces de reconstituir la fosforilacion oxidativa en particulas que carecian de ella. La
ATP-sintasa es un complejo enzimatico localizado en la membrana mitocondrial
interna, formada por dos componentes principales llamados fraccién F; y fracciéon F,
(por su sensibilidad a oligomicina). La fraccién F; es una proteina periférica de
membrana que se encuentra dirigida hacia la matriz mitocondrial, esta constituida por
nueve subunidades: tres subunidades a y tres subunidades B que se encuentran sobre
un tallo constituido por las subunidades, 6,y y €. Tiene varios sitios de uniéon a ADP.
Este complejo se encuentra anclado mediante la subunidad y a la fraccion F,, que es
una proteina integral de membrana formada por distintos tipos de subunidades que

forman un canal a través del cual pasan los protones.

El mecanismo de catalisis rotacional, propuesto por Boyer, predice que los tres
dimeros off del complejo F; forman un hexdmero y que las subunidades B son las
subunidades cataliticas, mientras que las subunidades y y ¢ estan unidas al anillo c y
giran con él (Fig. 3). Cada rotacion de 120° de la subunidad induce cambios
conformacionales en los centros cataliticos de la subunidad [, provocando la
alteracion de los centros de fijacion de los nucleoétidos, que van alternando entre tres

estados que difieren por su asociacion a la subunidad y.
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e Conformacion L. Laxa, con sitios de union para ADP y P,.

e Conformacion T. Union tensa, permite la formacién de enlace fosfodiéster entre
el ADP y P;, formandose ATP. Tiene mayor afinidad para ATP; el sustrato y el
producto se encuentran en condiciones cercanas a la equimolaridad.

o Conformacion O. Abierto. Deja libre al ATP.

g-Confarmacion T
F R S - rotacional. El complejo F; tiene tres sitios
'8 ﬁ[;):f ‘ e distintos de union de nucleétidos de

" a Fig. 3. Mecanismo de catdlisis

Conformacion L
' adenina, uno por cada par de subunidades
Conformacion O ¢y B. En un momento determinado, uno de

+
’SH-\' ellos estd en la conformacion B-ATP

(conformacion T), un segundo esta en la
~— 3 H} conformacion B-ADP (conformacion L) y un

tercero estd en la conformacion B-vacia

Je || B (conformacién O). La fuerza protdn-motriz

| AR{) hace que la subunidad vy (eje central, flecha

<= P verde) gire, produciendo un cambio

conformacional en el que los tres sitios

a 8 u ATPB alternan su conformacion (Nelson y Cox
7 \ 2013).

3H} 3 Hy

Los dimeros af3 son asimétricos presentando una conformacion diferente en
cada estado. Las tres subunidades B interaccionan de tal modo que cuando una
adopta la conformacion O, otra adopta la conformacion L y la otra la conformacion T.
Una rotacion completa de la subunidad permite la sintesis de tres moléculas de ATP.
La interconversion de los estados es mediada por protones y permite una producciéon
continua de ATP. El paso dependiente de energia no es la sintesis de ATP sino su
liberacion de un lugar de unién que se produce por la rotacion de vy, impulsando los

cambios conformacionales de los dimeros a3 para comenzar un nuevo ciclo.

La mitocondria: Principal sitio de generacion de especies reactivas de

oxigeno.

La aerobiosis marc6 una ventaja en los organismos eucariontes debido a que
los combustibles que aportan energia son oxidados con gran eficiencia en la
mitocondria utilizando oxigeno como ultimo aceptor de electrones. En el metabolismo
anaerobio, una molécula de glucosa produce dos moléculas de ATP y dos moléculas

de lactato o piruvato, mientras que en el metabolismo aerobio el piruvato continta
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oxidandose hasta CO, y H,O produciendo de 36 a 38 moléculas de ATP por molécula
de glucosa. Es evidente el aumento de la eficiencia del metabolismo aerobio, sin
embargo, el oxigeno puede llegar a ser una especie altamente téxica, ya que de él
pueden derivar especies reactivas de oxigeno (ERO), que son mayoritariamente un
subproducto de la fosforilacion oxidativa y participan en el dafio a las biomoléculas
(lipidos, proteinas, ADN). Este tipo de dafio se conoce como estrés oxidativo. A partir
del oxigeno molecular se produce una serie de intermediarios reactivos hasta su
completa reduccion a H,O. Entre ellos los mas destacables son el anién superéxido
(0,.-), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH-). Pese a que el O,.- y
el H,O, son moléculas poco reactivas, son las precursoras del OH- que es una

molécula con una alta capacidad oxidativa mediante la reaccion de Fenton:

Fe** + H,0, —»Fe® + OH- + OH

En la célula existen cuatro sitios importantes de generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs): 1) el metabolismo peroxisomal, donde se forma H,0,, 2)
Las reacciones microsomales del citocromo P4 que cataliza el metabolismo de
compuestos xenobibticos por O6xido-reducciones, formandose 0O, 3) Las células
fagociticas que atacan a los patdgenos con una mezcla de EROs y otros oxidantes
pudiendo dafar tejidos aledafios, 4) La cadena respiratoria mitocondrial, la cual se

considera como el sitio de mayor produccién de EROs.

Las determinaciones de EROs se realizan a menudo de forma indirecta,
valorando la generacion de productos finales de la reacciéon de las EROs con
componentes celulares, como los lipidos, proteinas o ADN (Freeman y Crapo 1982;
Pryor y Godber 1991). La mayoria de métodos de determinacion de ROS se basan en
reacciones con varias moléculas “detectoras” que son modificadas por oxidacion para

generar luminiscencia o sefales fluorescentes (Thannickal y Fanburg 2002).

Enfocandonos a la produccion de EROs en la cadena respiratoria, se ha
descrito que durante la sintesis de ATP se puede llevar a cabo la reduccién univalente
de O, dando como resultado la formacion del radical superdxido (O,”). Se han
identificado a los complejos | y lll como los maximos productores de ERO en la
mitocondria (Fig. 4) (Chance y cols. 1979; Forman y Boveris 1982). La formacion del
superéxido depende de la velocidad del flujo de los electrones a través de los centros
cataliticos de los complejos | y lll. Si el flujo es lento (Ay elevado), los centros redox se

encuentran en estado reducido, por lo que el oxigeno tiene més posibilidad de captar
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un electrén y formarse el anién superoxido. Se sabe que en el complejo Ill la formacion
de la semiquinona juega un papel clave en la generacion del anion superéxido (Rahay
Robinson 2000), que es favorecida por el tiempo en el que el CoQ permanece como
ubisemiquinona. La generacién de EROs se acelera por inhibidores del complejo IlI
gue actuan sobre puntos diferentes de éste, como por ejemplo la antimicina, debido al
estancamiento de los electrones en el ciclo Q. La formacion de O,.- puede ocurrir
también por el flujo reverso de los electrones desde el complejo Il hacia el complejo |,
cuando el sustrato oxidado es el succinato. Para que ésto ocurra es necesario un
elevado potencial de membrana (Turrens y Boveris 1980; Liu y cols. 2002) y es
inhibido por la adicion de ADP o desacoplantes quimicos. Se desconoce el sitio
exacto de produccién de EROs en el complejo I; sin embargo, se ha propuesto que la
generacion de O,.- se da principalmente en el lado matricial de la membrana interna

mitocondrial (St-Pierre y cols. 2002; Miwa y cols. 2003).

Fe?* —> Fe®*—> Peroxidacion lipidica

TIFA
e 1
1
Succinate \d

Complejo Il
/ (succinato-CoQ reductasa)
Fumarate

antimicina A

rotelnona mixtl)tiazol K(I:N
1 1 1
NADH v v v %0,
Complejo | Complejo Il Complejo IV
/ (NADH deshidrogenasa) Q {CoQ-cit creductasa) ot {citocromo c oxidasa)
NAD* \‘ H,O
e 0, —> 0, ——> HZON
Fe3* ——> Fe?*—> Peroxidacion lipidica
Fe¥* Fe*

Fig 4. Formacién de EROs en los complejos | y Il de la cadena respiratoria mitocondrial. En flechas
verdes se indica el transporte de electrones en condiciones fisiolégicas. Un elevado potencial conduce a
la inhibicion del transporte de los electrones por la cadena respiratoria llevando a la formacion de EROs,

marcado en flechas rosas. Modificado de: Singh, K. 1998.

Los lipidos son oxidados en un proceso que se conoce como peroxidacion
lipidica, que afecta principalmente a las estructuras ricas en acidos grasos
poliinsaturados. Este proceso lleva a la degradacién de los lipidos que dan origen a
una amplia variedad de compuestos citotoxicos, como los aldehidos 4-hidroxi 2-
nonenal (4-HNE) y malondialdehido (MDA). En la mitocondria este proceso puede
llevar a la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial y, por tanto,

a la induccion de la apoptosis.
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La transicion de la permeabilidad y canales inespecificos mitocondriales

En condiciones fisioldgicas, la membrana interna mitocondrial es impermeable
a la mayoria de iones y metabolitos, y la regulacién de su flujo a través de la
membrana es esencial tanto para la regulacion metabdlica como para la conservacion
de energia, por lo que los compuestos que entran o salen de la mitocondria son
transportados mediante acarreadores especificos estrechamente controlados. Chappel
y Crofts (1965) descubrieron que las mitocondrias energizadas expuestas a altas
concentraciones de calcio experimentan un hinchamiento masivo que puede ser
revertido mediante su quelacion. Originalmente se propuso que este hinchamiento
podria representar una permeabilizaciébn inespecifica de la membrana interna
mitocondrial a través de fosfolipasas sensibles a calcio conduciendo a la hidrélisis de
los enlaces éster de los fosfolipidos en la membrana (Gunter y Pfeiffer 1990). Este
evento se ha denominado “transicién de la permeabilidad” y puede inducirse por
diferentes estimulos: isquemia en los mamiferos; un cociente alto de ATP/ADP en S.
cerevisiae; o la presencia de agentes patdgenos en plantas. En 1979 Hunter y
Haworth postularon que dicha permeabilidad inespecifica de la membrana es causada
por la apertura de un canal proteico transmembranal denominado poro de transicion
de la permeabilidad (PTP) o canal inespecifico mitocondrial (MUC) (Haworth y Hunter
1979; Hunter y Haworth 1979).

En mitocondrias aisladas, la consecuencia principal de la apertura de este
canal es que la membrana mitocondrial interna se vuelve permeable a los protones,
colapsando la fuerza protén-motriz y desacoplando la fosforilacién oxidativa. EI MUC
mide 2.8 nm de diametro (Massari y Azzone 1972) y deja pasar solutos con una masa
molecular de hasta 1.5 kDa (Bernardi y cols. 1994). Esto da lugar al abatimiento de los
gradientes mitocondrial y citosélico, causa hinchamiento mitocondrial, ruptura de la
membrana mitocondrial externa y liberacion del Ca®* matricial. El hinchamiento
mitocondrial se da principalmente por la presién oncoética de la matriz mitocondrial.
También se ha descrito deplecién del glutatién reducido, del NADPH, generacion de

anion superoxido y liberacion de proteinas del espacio intermembranal.

En cuanto a la estructura del MUC, es un complejo multi-proteico que podria
establecerse en puntos de contacto entre la membrana interna y externa (Manon y
cols. 1998) o exclusivamente en la membrana interna mitocondrial (Shoshan-Barmatz

y cols. 2006). No se sabe qué proteinas lo formen o si este canal se encuentra
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permanentemente formado, o se genera en respuesta a condiciones especificas. Sin

embargo, podemos considerar eventos claves para su regulacién como:

1. Despolarizacién de la membrana (pérdida del potencial fisiolégico ~200mV).

2. pH matricial. El MUC se encuentra cerrado a un pH neutro o acido debido a la
protonacion reversible de residuos de histidina y/6 la interaccion entre la
ciclofilina matricial y la ANT. La alcalinizacién permite la apertura del MUC con
un efecto maximo a pH 7.3

3. Cationes divalentes que actian en al menos dos sitios diferentes, uno externo
que al ocuparse por cualquier metal divalente, incluyendo el Ca?, disminuye la
posibilidad de apertura del canal; y un sitio interno cuya ocupacién por Ca®*
incrementa la probabilidad de apertura, pero la union de otros cationes
divalentes (como Sr?*, Mg? y Mn?") lo cierran (Bernardi y Petronilli 1996).

4. La oxidacién de un tiol especifico que aumenta la posibilidad de apertura
(cisteina 56 del dimero de ANT), dentro de los valores fisiol6gicos del potencial
de membrana. Es la interconversién ditiol-disulfuro (HS-SH — S-S) de
cisteinas vecinas que afectan los estados de apertura y cierre, asociandose
una mayor posibilidad de apertura con la forma oxidada (S-S) (Lé Qubc y Lé
Québc 1985; Bernardi y cols. 1994). El estado redox de este ditiol se encuentra
en equilibrio con el glutatibn matricial.

5. Estado de oxidacion/ reduccién de los piridin nucledtidos (NADH/NAD+ y
NADPH/NADP").

6. Metabolitos: La glucosa y la creatina inhiben la transicion de la permeabilidad,
presumiblemente a través de accion sobre la hexocinasa y la creatina cinasa.
La ubiquinona 0 y decilubiquinona también inhiben la transicibn de la
permeabilidad. Los &cidos grasos de cadena larga, como los gangliésidos y las
ceramidas, favorecen la transicion de la permeabilidad.

7. Factores pro y anti-apoptéticos de la familia Bcl-2.

El modelo hipotético clasico para la formacion del MUC propone como
componentes a la translocasa de adenin nucleétidos (ANT) en la membrana
mitocondrial interna y al canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) o porina, en la
membrana mitocondrial externa. Otras proteinas que se han considerado son la
hexocinasa (HKII) (unida a VDAC del lado citosélico de la MEM), la ciclofilina D (Cyp-
D) (en la matriz mitocondrial), la creatina kinasa (mtCK) (espacio intermembranal), y el
receptor periférico de benzodiacepinas (PBR) (membrana mitocondrial externa) (Fig.

5) (Zamzami y Kroemer 2001).
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Fig. 5: Estructura del canal inespecifico mitocondrial con sus componentes: La traslocasa de adenin
nucleétidos (ANT) en la membrana interna mitocondrial, el canal anidénico dependiente de voltaje (VDAC)
y el receptor periférico de benzodiacepinas (PBR) en la membrana externa mitondrial. Factores
apoptéticos como Bax y Bcl-2 y otras proteinas como la hexocinasa en citosol, la creatinina cinasa
mitocondrial en espacio intermembranal (mtCK) y la cilofilina D (CyD-D) en la matriz, estan involucrados
en la regulacion del MUC. Se desconoce la estequiometria exacta y los sitios de uniéon de estos
componentes. También se muestran algunos de los moduladores de su actividad, en rojo se encuentran
los agentes que inhiben la apertura del MUC y su blanco regulatorio, mientras que en verde se muestran
aquellos agentes que lo inducen. OMM es membrana externa mitocondrial, MIM es membrana interna

mitocondrial y AY es potencial transmembranal (Zamzami y Kroemer 2001).

Se han identificado MUC’s en diferentes especies como mamiferos, peces,
invertebrados, plantas y levaduras (Tabla 2). La modulacion de estos canales entre
las diferentes especies es variable, sugiriendo que es resultado de las condiciones
especificas del medio en que se desarrolla cada organismo. El estudio de la
estructura, papel fisiolégico y regulaciéon de los MUC’s de cada organismo puede
ayudar a comprender la evolucién de estos canales (Uribe-Carvajal y cols. 2011). Su
estudio se ha logrado gracias a que la transicion del MUC entre el estado
cerrado/abierto se puede modular mediante una gran variedad de factores y drogas
gue son especificos para cada uno de sus componentes proteicos descritos

anteriormente (tabla 3).
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Tabla. 2. Existencia de MUC’s en distintas especies de eucariontes.

w Especie Nombre comun Referencia

Aullizli=n ] Danio rerio Pez cebra Azzolin y cols. (2010)
Oncorhynchus mykiss Trucha arcoiris Krumschnabel y cols.(2005)
Lepidophthalmus Camardn fantasma  Han y cols.(2009)
T Lamprea de rio Savina y cols.(2006)
Lampetra fluviatilis

Plantae Zinnia elegans Zinia Yu y cols.(2002)
Solanum tuberosum Papa Arpagaus Yy cols.(2002)
Arabidopsis thaliana Arabidopsis Scott y cols.(2007)
Nicotiana tabacum Tabaco Lin y cols.(2006)
Triticum spp Trigo Curtis y cols.(2002)
Avena sativa Avena Virolainen y cols.(2002)

Fungi Saccharomyces cerevisiae Levadura del pan Jung y cols.(1997)
Debaryomyces hansenii D. hansenii Cabrera-Orefice y

cols.(2010)

De: Uribe-Carvajal y cols. 2011

Tabla 3. Efectores del canal inespecifico mitocondrial.

Cambios en Estrés oxidativo (en reperfusion, por t- CsA y algunos analogos

[zl 0l ele =0 butilhidroperédxido o diamina) o tioles vecinos  SfA (inhibe actividad PPlasa
Ciclofilina D reactivos (6xido de fenilarsina) que de la ciclofilina D pero no se
a MucC entrecruzan a la Cys;so con Cys,s; de la une a ésta.

ANT.

Incremento en el volumen matricial

Agentes caotrépicos

Efecto a Agentes tioles que atacan Cys;go de ANT Incremento en potencial
través de (eosina maleimida, 6xido de fenilarsina, transmembranal que induce
cambios en arsenito). conformacion “m” de ANT

la union de Estrés oxidativo (en reperfusion, por t- como el acido bongkrékico y
flteclendlslers =0 butilhidroperéxido o diamina) que oxidan el ADP

la ANT. glutation y entrecruzan la Cys;go con CySys;

de la ANT a su conformacion “c” como el

carboxiatractilésido.

Deplecion de adenin nucleétidos

Altas concentraciones matriciales de P; y PP;
Despolarizacién/Desacoplamiento

Acidos grasos de cadena larga
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pH basico Bajo pH
Mgz+, Mn2+, Sr2+, Baz+

Algunos anéalogos de quinonas Algunos analogos de
(decilubiquinona, ubiquinona 10) que quinonas (ubiquinona 0, 2,5-
probablemente actian a través de su unién hidroxi-6-undecil-1,4-
al complejo I. benzoquinona).

Ro 68-3400 que puede unirse
Peroxinitrito e hidroxinonenal, que pueden ala ANT y PiC.

modificar covalentemente los componentes Fenilglioxal que modifica las

del MUC, por ejemplo, de la ANT. argininas de un componente
del MUC.
Lonidamina Monobromobimano y NEM

que inducen modificaciones

en grupos tioles.

El papel del VDAC en la transicidon de la permeabilidad.

El canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) o porina mitocondrial es la
proteina mas abundante en la membrana externa de la mitocondria y est& constituido
por tres genes (VDAC 1, 2 y 3) que exhiben homologia estructural y funcional. La
conformacion del VDAC depende del voltaje. Bajos voltajes (+10mV) inducen el estado
abierto, siendo un canal amplio que permite el paso de moléculas de hasta 5 kDa y
presenta mayor afinidad por aniones. Al incrementar el potencial sobre 30 mV se
induce su estado cerrado y el VDAC se vuelve permeable a moléculas de 1.5 kDa y es
mas selectivo para cationes. Respecto a su estructura, la propuesta mas aceptada es
gue este canal es un barril tipo B (Forte y cols. 1987) con un sensor de voltaje que le
permite modificar su estado de permeabilidad hacia aniones o cationes (Tikunov y
cols. 2010). Este sensor de voltaje estaria constituido por una a-hélice en el extremo
N-terminal, que le permite modificar su estado de permeabilidad hacia aniones o
cationes, al presentar residuos cargados que interactan con los sitios opuestos dentro
del poro para inducir ya sea el estado abierto o cerrado. Se cree que el estado
fisiologico del VDAC es entrecerrado, en el cual interactia con proteinas del
citoesqueleto y con enzimas glucoliticas, también se ha sugerido su participacién en la
liberacion del citocormo c, por lo que se propone que el VDAC tiene un papel en la

regulacion del metabolismo y de la apoptosis (Pedersen 2008).

[22]



Se ha propuesto que el VDAC participa en la formacion del canal inespecifico
mitocondrial. Se demostré que el VDAC es modulado por NADH, Ca?* y glutamato, los
cuales también modulan el MUC (Bernardi y cols. 2006). Al incorporar el VDAC en
bicapas de fosofolipidos se forman canales de 2.5 a 3nm, cuyas propiedades
electrofisiologicas son parecidas a las del MUC (Szabé y Zoratti 1993). Por otro lado,
mediante cromatografia de afinidad, con CyP-D como ligando, el VDAC puede ser
purificado y reconstituido, y es sensible a CsA (Crompton y cols. 1998). La idea de que
el VDAC es un componente del MUC se reforz6 mediante experimentos de
hinchamiento mitocondrial con distintos inhibidores, el inhibidor Ro 68-3400 tiene alta
afinidad para el VDAC (Cesura y cols. 2003). Finalmente, se ha visto que el MUC es
regulado por cationes a nivel del VDAC, por ejemplo, dos Glu localizados en dos

diferentes asas del VDAC donde interactia el Ca®* (Gutiérrez-Aguilar y cols. 2007).

El papel de la translocasa de adenin nucleétidos (ANT) en la transicion de

la permeabilidad.

La traslocasa de adenin nucle6tidos (ANT) transporta a la matriz mitocondrial el
ADP citosdlico y hacia el citosol el ATP recién sintetizado. Es un homodimero de
subunidades de 30 kDa con un sitio de unién al ATP o al ADP que alterna hacia el
interior y el exterior. El lado de la membrana interna es el sitio m y el del lado
citoplasmico es el sitio c. Este intercambio mueve una carga negativa por ciclo de
transporte y se impulsa por potencial de membrana (Nelson y Cox 2013). La ANT
pertenece a la familia de acarreadores mitocondriales, caracterizada por la firma
PX(D/E)XX(K/R) (Pebay-Peyroula y cols. 2003).

La apertura del MUC es susceptible a los ligandos de ANT (Haworth y Hunter
1980; Panov y cols. 1980). Los sustratos de la ANT (ADP, dADP, ATP) interactdan
especificamente con el MUC. Los que se unen al sitio m (4cido bonkrékico) inhiben el
MUC, mientras que los que se unen al sitio ¢ (atractilésido y fosfato piridoxal) lo
activan (de Macedo 1993) (L& Quéc y Lé Qudc 1988).

Mediante sistemas reconstituidos se ha estudiado si el ANT provee por si
mismo la estructura del canal en la membrana interna. Cuando el ANT es incorporado
en liposomas, en altas concentraciones de calcio cambia de un antiportador selectivo a
no selectivo. Al igual que en el MUC, en estas condiciones el calcio actlua

reversiblemente (Brustovetsky y Klingenberg 1996). El grupo de Bernardi propuso que
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la modulacion del MUC se da a través de un cambio en el potencial de superficie,
provocado por el cambio de conformacion de la ANT, el cual seria capaz de abrir el
canal. Por otro lado, existe evidencia de que el ANT no es esencial para la formacion
del MUC, ya que mutantes carentes del acarreador exhiben transicion de la
permeabilidad dependiente de Ca** y sensible a CsA.

La ciclofilina D

Haworth y Hunter en 1979 (Haworth y Hunter 1979; Hunter y Haworth 1979)
propusieron que la TP se encontraba regulada por un canal lo que fue considerado
seriamente hasta que se demostrd que esta TP es inhibida por la ciclosporina A (CsA).
Los efectos bioldgicos de este inmunosupresor estan mediados por su unién a las
ciclofilinas, que poseen actividad peptidil-prolil-cis-trans-isomerasa. La mitocondria
posee solamente una ciclofilina matricial, la ciclofilina D (CyD). Se propuso que la CsA
inhibe el MUC por la unién de la ciclofilina D (Connern y Halestrap 1996). La actividad
peptidil-prolil-cis-trans-isomerasa es inhibida como resultado de la union de la CsA, sin
embargo, es muy probable que esta actividad no sea esencial para la regulacion del
canal, debido a que otros compuestos que inhiben por completo la actividad peptidil-
prolil-cis-trans-isomerasa no son capaces de prevenir la apertura del MUC (Nicolli y
cols. 1993).

Se ha sugerido que la apertura irreversible de este canal lleva a la autofagia,
apoptosis (Kroemer y cols. 1997) o necrosis, y que opera en condiciones patoldgicas
(Gunter y Pfeiffer 1990; Richter 1993). En los mamiferos y plantas la apertura de este
canal lleva a muerte celular por cuatro mecanismos: disminucién de los niveles de
ATP, incremento del calcio citosdlico, liberacién de factores apoptéticos (caspasas) y
liberacion de citocromo ¢ (Fontaine y cols. 1998a). Por otro lado, se ha propuesto que
el MUC puede funcionar bajo condiciones fisiolégicas (lichas y Mazat 1998) y su
apertura puede ser transitoria (Hiser y Blatter 1999). La transicion de la permeabilidad
mitocondrial de S. cerevisiae probablemente funcione como una valvula de escape del
excedente de energia, disminuyendo el anabolismo y deteniendo el crecimiento.
Ademas, el desacoplamiento aumentaria la actividad de la cadena respiratoria

previniendo la produccién de EROs (Gutiérrez-Aguilar 2010).
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El papel de los canales inespecificos mitocondriales en la apoptosis.

La mayoria de los estimulos que conducen a la apoptosis convergen en la
mitocondria y provocan una permeabilizacion de su membrana externa. Con la
permeabilizacién se libera una serie de proteinas que activan a las caspasas
(Amarante y Green 1999; Susin y cols. 1999; Hengartner 2000). Estas inducen la
mayoria de los acontecimientos proteoliticos de la apoptosis y son consideradas como
responsables finales de la muerte celular. Actualmente se reconocen dos vias que
permiten la activaciébn de las caspasas. Una es iniciada por sefiales externas que
activan un receptor de muerte en la superficie celular (via extrinseca). La otra es
disparada por cambios en la integridad mitocondrial (via intrinseca) (Hengartner 2000;
Thorburn 2004).

Respecto a la via intrinseca, la mitocondria ademés de ser la principal fuente
de EROs (potentes activadores de la apoptosis), contiene factores proapoptoéticos, que
en Ultima instancia conducirdn a la muerte celular. Para las mitocondrias de
mamiferos, existen dos mecanismos principales para la liberacion de factores
apoptéticos desde el espacio intermembranal: El primero involucra proteinas de la
familia Bcl-2 que se sintetizan justamente en la membrana de la mitocondria e incluye
proteinas con actividad proapoptética y antiapoptética que promueven o bloquean la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, respectivamente (Shimizu y
cols. 2004). Las proteinas proapoptdticas, como Bax, interaccionan con la membrana
externa permitiendo la formacion de canales al oligomerizarse e interaccionar con
lipidos capaces de adquirir curvaturas negativas mientras que las proteinas
antiapoptéticas inhiben los cambios conformacionales que permiten la formacion de

dichos canales (Antonsson y cols. 2001; Basafiez y cols. 2002).

La permeabilizacion de la membrana interna mitocondrial mediante la apertura
del canal inespecifico mitocondrial es el segundo mecanismo de apoptosis. La
permeabilizaciébn induce la muerte celular mediante la liberacion de proteinas
activadoras de las caspasas, la liberacion de moléculas involucradas en muerte celular
independiente de caspasas, y la pérdida de funciones mitocondriales esenciales
(Green y Kroemer 2004).

Anteriormente se pensaba que la apoptosis era un proceso que sélo se
presentaba en el reino animal, ya que no se habian encontrado genes analogos que

codificaran para factores apoptoéticos en los genomas de organismos unicelulares. Sin
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embargo, se descubrié un tipo de muerte celular similar a la apoptosis mediante
experimentos en los cuales se expresaron heter6logamente factores pro y anti
apoptéticos de animales en S. cerevisiae. Estas proteinas no son exclusivas para esta
levadura, se ha descubierto que Y. lipolytica contiene los mismos factores apoptéticos
que S. cerevisiae,, ademas de que se pueden encontarar proteinas involucradas con
la formaciéon del MUC (tabla 4) (Kovaleva y cols. 2010)

Tabla 4. Componentes que podrian encontrarse involucrados en la formacién de MUC

y factores apoptéticos en Y. lipolytica y S. cerevisiae.

Citocromo ¢ CYC1i 70-80% con dos isoformas de cyt c.
Porina mitocondrial OR YALIOF17314g 42% con porina mitocondrial
Ciclofilina D CRP6 46%

Translocasa de adenin YIAAC1, AAC2, AAC3 70-80% con las tres isoformas.
nucleotidos OR YALIOF04059¢g 60%

Metacaspasa 1 OR YALIODO05071g 66%

Endonucleasa G OR YALIOF31603g 49% (Nmallp en S. cerevisiae).
Proteasa HtrA OR YALIOE31273g 30%

Rad9p ALG2 42%

Alg2p OR YALIOA09020g 30%

Ysplp

De: Kovaleva y cols. 2010.

En estudios realizados con proteoliposomas, se ha observado que los
miembros de la familia Bcl-2 pueden interaccionar con proteinas asociadas a la
formacion del MUC (VDAC, ANT), modulando su actividad e inhibiendo su
conductancia, mientras que Bax puede inducirla (Marzo y cols. 1998; Shimizu y cols.
2004). También pueden interaccionar con moléculas del metabolismo intermediario,
como por ejemplo la hexoquinasa (Harris y Thompson 2000). Estos resultados
sugieren que posiblemente exista una relacién entre la regulacion de la apoptosis y las

demandas metabodlicas de la célula.

Respecto al citocromo c, existen tres propuestas principales acerca de cémo se
fuga hacia el citoplasma. Se propone que se libera a través de los poros que se
forman mediante la asociacion de los miembros de la familia Bcl-2 con la membrana

externa. El segundo modelo propone la ruptura de la membrana mitocondrial externa
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como consecuencia del hinchamiento mitocondrial por la apertura del MUC. En el
tercer modelo el citocromo ¢ se fuga por el MUC (Martinou y Green 2001). Estos
mecanismos no son mutuamente excluyentes. Una vez en el citoplasma, el citocromo
c interacciona con las proteinas Apaf-1 y caspasa-9 en presencia de ATP,
constituyendo el apoptosoma, un complejo catalitico que inicia la activacion en

cascada de caspasas.

Con la permeabilizacion también se liberan otras proteinas mitocondriales que
son efectores de muerte celular independientes de caspasas, capaces de traslocarse
al nucleo y promover directamente la fragmentacién del DNA (p.ej. AIF o apoptosis

inducing factor, y Endo G) (van Gurp y cols. 2003).

Los canales inespecificos mitocondriales como mecanismos para evitar

la formacion de EROs.

En las dltimas décadas, se ha buscado una explicacién acerca de coémo se
regula el consumo de oxigeno y la fosforilacion oxidativa:

e Chance y Williams (1955) propusieron que el consumo de oxigeno depende de
los procesos que utilizan ATP.

e Erencinksa y Wilson (1982) propusieron que la actividad de la citocromo c
oxidasa no se encuentra en equilibrio termodinamico, por lo que en ésta
recaeria el control del flujo respiratorio.

e Kunz y cols. (1981) proponen que la regulacion de la actividad de la
translocasa de adenin nucleétidos (ANT) podria controlar la tasa de consumo
de oxigeno (JO,).

o Hansford (1985) propuso el aporte de equivalentes reductores provenientes de
la actividad de las deshidrogenasas matriciales como un punto de regulacion.

e Halestrap (1989) propuso que los cambios en el volumen mitocondrial pueden

modular la actividad de la cadena respiratoria.

Groen y cols. (1982) introdujeron el concepto de control metabdlico
mitocondrial y definieron el estado 4 como aquel en que la mitocondria consume
oxigeno lentamente, controlado por la entrada pasiva de H" a la matriz mitocondrial.
En esta condicion, el consumo de ATP es lento y la relacion ATP/ADP es elevada. En
el estado 3 la relacion ATP/ADP disminuye, hay produccion de ADP y el consumo de

oxigeno aumenta (Chance 1955). El cociente estado 3/estado 4 es el control
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respiratorio, e indica que la mitocondria es capaz de catalizar la fosforilacién oxidativa.
Sin embargo, bajo condiciones no fosforilantes (estado 4) se observa inhibicion de la
respiracion debido al potencial transmembranal, ocasionando la produccién de ERO.
Con el fin de evitar la produccion de ERO, existen mecanismos que permiten un alto
consumo de oxigeno en estas condiciones. El desacoplamiento fisiolégico juega un
papel importante en la regulacién metabdlica y en procesos como la apoptosis, pues
disocia la respiracion de la fosforilacion oxidativa. Este proceso ocurre mediante dos
mecanismos: i) disipadores del gradiente de protones como los canales inespecificos
mitocondriales (MUC’s) (conocido en mamiferos como poro de la transicién de la
permeabilidad, PTP), y las proteinas desacoplantes (UCP’s); ii) enzimas redox que no
bombean protones, como las oxidoreductasas alternativas y el slipping (Guerrero-
Castillo y cols. 2011).

Las enzimas redox que no bombean protones (NADH deshidrogenasas tipo 2 y
oxidasas alternas) se encuentran en plantas y organismos unicelulares con cadenas

alternas. El slipping es la variacién de la estequiometria proton/electron de un

complejo respiratorio (Fig. 4).
Canales inespecificos mitocondriales

/ r
[S. cerevisiae, D. hansenni] (Gutiérrez-Aguilar
Disipadores del y cols. 2007; Cabrera-Orefice y cols. 2010)

gradiente de pH

Proteinas desacoplantes
[Y. lipolytica, C. albicans] (Cheng y cols. 2007;

Sistemas fisiolégicos Luévano-Martinez y cols. 2010)

de desacoplamiento \_

Oxido-reductasas alternas
[D. hansenni, Y. lipolytica ] (Kerscher y cols.

Enzimas redox que no 2002; Veiga y cols. 2003)

bombean protones

Slipping
[S. cerevisiae] (Rigoulet y cols. 1998)

\ .
Fig. 4. Sistemas fisiolégicos de desacoplamiento. La tasa de consumo de oxigeno se puede acelerar de

manera independiente de la sintesis de ATP, mediante la deplecion del gradiente de pH o por la reduccion
no productiva de oxigeno. Tomada de: Guerrero-Castillo y cols. 2011.
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ANTECEDENTES

La levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio.

La levadura Saccharomyces cerevisiae (Fig. 5) es un eucarionte simple cuyo
genoma puede ser facilmente manipulado. En 1996, su genoma fue secuenciado y fue
el primero entre los eucariontes. Algunas de las propiedades que permiten que esta
levadura sea adecuada para estudios biolégicos incluyen su rapido crecimiento, las
células dispersas, la facilidad de réplicas en placas y aislamiento de mutantes, un
sistema genético bien definido, y un sistema de transformacién de DNA altamente
versatil, ademas de ser una levadura no patégena. Es Util en bioenergética por ser

aerobio facultativo, capaz de crecer sin fosforilacion oxidativa (Sherman 2002).

Fig. 5. Imagenes de la levadura S. cerevisiae. De: University of Kent Biosciencies.

En: http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/2004/bossie/mfyg.html

La levadura contiene 16 cromosomas que van desde 200 a 2200 kb. Puede ser
haploide o diploide. La secuencia haploide total de DNA cromosémico es de 12052 kb
y tiene un total de 6183 ORFs de mas de 100 aminoacidos, 3.8% contienen intrones.
Contiene aproximadamente 5750 genes que codifican para proteinas y se ha
caracterizado la funcion de al menos 30% de ellos. Contiene 262 genes de ARNt, de
los cuales 80 tienen intrones. EI DNA mitocondrial codifica para los componentes de la
magquinaria de traduccion mitocondrial y aproximadamente el 15% de las proteinas
mitocondriales. Las mutantes carentes de DNA mitocondrial presentan deficiencias
respiratorias, sin embargo, son viables y conservan mitocondrias, aunque
morfolégicamente anormales (Sherman 2002). En S. cerevisiae se demostré la

existencia de un MUC y se caracteriz6 el papel de ANT, VDAC y PiC.
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La cadena respiratoria de Saccharomyces cerevisiae.

La cadena respiratoria de S. cerevisiae carece de complejo I. Sin embargo,
contiene tres NADH deshidrogenasas alternas que alimentan la cadena respiratoria,
una unida a la parte interna membrana interna (N1dp) y dos a la parte externa (Ndelp
y Nde2p); ademas contiene una alcohol deshidrogenasa matricial (Adh3), una glicerol-
3-fosfato-deshidrogenasa que reduce dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3- fosfato, y la
succinato deshidrogenasa o complejo Il. Cuenta con las bombas primarias del

complejo Ill, complejo IV y con la ATP sintasa o complejo V (Fig. 6).

| Intermembrane space

NAD* + H* NAQH NAD* + H* Cytochrome ¢

succinate /%
< (‘

N fumarate +2H*

acetaldehyde

ethanol Y Complex Il Complex Il Complex IV
ADH

Fig 6. Esquema parcial de la cadena respiratoria de S. cerevisiae. Esta levadura no presenta complejo
I, en su lugar tiene dos NADH deshidrogenasas externas (Ndelp y Nde2p) y una interna (Ndip). El
complejo Il es la succinato deshidrogenasa. Q es quinona, QHz es quinol. Las flechas rojas indican los
protones translocados a través de la membrana durante la actividad de los complejos respiratorios Il y V.
ADH es la alcohol deshidrogenasa matricial.

El canal inespecifico mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae (scsMUC).

Distintos estudios intentaron demostrar la existencia de un MUC en levaduras
con resultados contradictorios e inciertos antes de lograr evidencia concreta. La
primera evidencia acerca de la existencia de un canal inespecifico fue obtenida por De
Chateaubodeau y cols. (1974; 1976) que estudiaron el transporte de fosfato a través
de la membrana interna mitocondrial en una cepa Yeast Foam (PS194), observando
hinchamiento mitocondrial al afiadir una suspensién de mitocondrias en un medio

isosmatico con potasio y fosfato en presencia de valinomicina.
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Velours (1977) demostré la existencia de un sistema capaz de transportar
moléculas relativamente grandes y neutrales en una cepa industrial. Guérin y cols.
(1994) demostraron hinchamiento mitocondrial inducido por la estimulacion en la
respiracion en una solucién isoosmotica de gluconato y potasio en una cepa industrial,
sin embargo, este hinchamiento no se inhibi6 con fosfato. Jung vy cols. (1997)
observaron la permeabilidad a manitol inducida por la respiracién. Estos autores
estimaron que el tamafio de este canal es cerca de 1100 Da. Roucou y cols. (1997)
distinguieron entre el transporte de K inducido por la respiracion y el transporte de
cloruro de potasio de acuerdo con su distinta sensibilidad al fosfato. También se
probaron moléculas neutrales como el manitol y gluconato. Por otro lado, diversos
autores demostraron la existencia de un sistema que también conducia al
hinchamiento mitocondrial y a la estimulacion de la respiracion en presencia de ATP y
de otros nucledtidos trifosfatos (GTP, CTP) hidrolizables; sin embargo, los resultados
dependieron de la cepa utilizada. Otra diferencia fue la distinta sensibilidad a
decavanadato y fosfato. El decavanadato es un inhibidor competitivo que se une a
enzimas con sitios de unién a nucledtidos e inhibe el canal a bajas concentraciones

(10 uM) que no interfieren con la actividad de la ANT y la FoF;-ATPasa/ ATP sintasa.

Szabo y cols. (1995) aplicaron la técnica de patch-clamp en mitocondrias
aisladas de levadura y observaron un canal con multiples niveles de conductancia
(100-600 pS) y que no era inhibido por la CsA, ADP o protones. Estos autores
tampoco observaron hinchamiento relacionado con el calcio ni fueron concluyentes
respecto a la existencia del YMUC. Sin embargo, Lohret y Kinally mediante patch-
clamp describieron un canal en mitocondrias de levadura con multiples conductancias
de 1-1,5 nS y concluyeron que este canal representaba el MUC en levaduras. Ballarin
y Sorgato (1995), también utilizaron la técnica de patch-clamp en mitoplastos de
levadura y describieron un canal de baja conductancia que permanece abierto en

presencia de ATP.

Estos resultados permitieron establecer que la permeabilidad de la membrana
interna por ATP y la estimulacion de la respiracion se debia a la induccion de un canal
inespecifico denominado como YMUC (Yeast mitochondria unselective channel), y que

puede ser inducido de distintas maneras (Figura 7).
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A.Permeabilidad inducida porrespiracién B. Permeabilidad inducida por nucleétidos en C. Permeabilidad inducida por nucleédtidos en
mitocondrias no energizadas mitocondrias energizadas
. VM . AP .
Matriz Espacio Matriz VY Espacio . Yy .
intermembranal intermembranal Matriz i Espacio
intermembranal
"\
R o o
H - H RC .
' = ' — H
Conduce: Conduce: Induceién por: Conduce: Induccién por:
Manitol Manitol # } ATP P Alcalinizacién
. < Induccién por: i . \ Manitol e
Aniones 7 L Aniones ? ATP ) - matricial
. { Alcalinizacion Aniones * ’]
K 7 matricial Ko H - ATF, GTP K, H- Y ATE, GTP
WAA LAA
v AN

Fig. 7. Mecanismos para inducir el YMUC. A) En presencia de sustratos respiratorios y en ausencia de
fosfato, el YMUC es activado por la alcalinizacion matricial via el intercambiador K/H. Esta ruta es
principalmente catiénica y se inhibe a bajas concentraciones de fosfato (0.5-1 mM), mientras que la ruta
anionica y neutral (transporte de manitol, por ejemplo) requiere altas concentraciones de fosfato (5-10
mM) para ser inhibida. B) En ausencia de sustrato respiratorio hay activacion del YMUC por nucle6tidos
trifosfatos hidrolizables, conduciendo a hinchamiento mitocondrial en presencia de sales. Bajo
condiciones ligeramente hipotdnicas, el hinchamiento no requiere presencia de sales. Hay transporte de
protones, pero solo en cepas de laboratorio. El Mg®* inhibe especificamente el transporte de aniones. El
decavanadato y altas concentraciones de fosfato previenen esta induccion por nucledtidos. C) En
presencia de un sustrato respiratorio y bajas concentraciones de fosfato (0.5-1 mM), se requieren los
nucleétidos para activar la ruta cationica: las cargas positivas colapsan el potencial transmembranal y
estimulan la cadena respiratoria. Las rutas anidnica y neutral son activadas por alcalinizacién de la
matriz. Bajo condiciones hipotdnicas, el manitol es transportado por el YMUC. El decavanadato y altas
concentraciones de fosfato previenen esta induccion por nucleétidos.

Modificado de: (Manon y cols. 1998)

El canal inespecifico mitocondrial de S. cerevisiae (scMUC) se ha podido
estudiar aprovechando que es un organismo de facil manipulacion y aerobio
facultativo. En nuestro laboratorio se esta trabajando para comprender la estructura y
regulacién del scMUC y se ha establecido que puede considerarse como un modelo
para la compresion de ciertos aspectos del MUC de otras especies (Gutiérrez Aguilar y
cols. 2011). El sc;MUC presenta similitudes y diferencias en cuanto a la estructura y

regulacién con el MUC de los mamiferos (,MUC) (Tabla 5 y Fig. 8).
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Tabla 5. Efectores de la regulacion del ,MUC y sc:MUC

Efector Blanco mMUC scMUC
Alquilaminas VDAC/ANT Inhibe Inhibe
Atractilésido ANT Induce Inhibe
Ciclosporina A Cyc D Inhibe Sin efecto
Acido bonkrékico ANT Inhibe Induce
ATP Inhibe Induce
ADP ANT Induce Inhibe
Pi Induce Inhibe
ca”” Desconocido Induce Inhibe
Mersalil PiC Induce
Decavanadato VDAC Inhibe
Octilguanidina VDAC Inhibe

De: (Gutiérrez Aguilar 2011).

Respecto a las similitudes entre el s;MUC y ,MUC se sabe que ambos canales
son principalmente aniénicos y permiten el transporte no selectivo de moléculas de
hasta 1.5 kDa. Entre las diferencias mas notables se encuentra la regulacion de
ambos canales por ciclosporina A (CsA), por Ca®*, ATP, ADP y Pi. El s:MUC es
inducido por la adicién de ATP e inhibido por la adicion de ADP o Pi; mientras que el
mMUC es regulado de manera contraria, es inhibido por ATP e inducido por ADP o Pi
(Castrejon y cols. 1997; Halestrap y Pasdois 2009). En el caso del Ca*, se ha
observado que es capaz de inducir la TP en mamiferos, mientras que inhibe la TP en
S. cerevisie, sin embargo, en presencia de un ionéforo de calcio (ETH129) el s:MUC
es capaz de experimentar una TP debida a la rapida entrada del catiéon a la matriz
mitocondrial (Yamada y cols. 2009), cualquier efecto (positivo 0 negativo) se
incrementa por Pi. Finalmente, la CsA actla inhibiendo al ,MUC a través de la
ciclofilina D (Baines y cols. 2005), mientras que el sc:MUC (YMUC) es insensible a la
CsA por carecer de una ciclofilina D membranal, a pesar de que S. cerevisiae expresa

una ciclofilina matricial involucrada en el plegamiento de proteinas sensibles a CsA.
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YMUC cerrado  © o YMUC abierto ¢

@Metabolitas PT: flujo de agua / solutos

-

Fig. 8 YMUC en estado cerrado y abierto. En verde el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) en la
membrana mitocondrial externa. En rojo la translocasa de adenin nucleétidos (ANT) y el acarreador de
fosfatos (PiC) en la membrana mitocondrial interna. Las flechas indican el paso de agua y solutos a través
de las membranas mitocondriales: cuando el YMUC se encuentra cerrado, el paso de solutos se
encuentra regulado, pero con el YMUC abierto este flujo de solutos es inespecifico, hay hinchamiento
mitocondrial y pérdida del potencial transmembranal por la fuga de protones a través del YMUC.

Respecto a la estructura, se propone el VDAC, PiC y ANT, proteinas que tienen
otros roles metabdlicos, tienen ademas un papel regulatorio o estructural en el (cMUC
(Fig. 8). Sin embargo, en diversos experimentos con mutantes nulas, el canal
inespecifico se sigue detectando (Roucou y cols. 1997a). Entre las proteinas mutadas
figura Porl; este canal permeabiliza la membrana externa a iones y metabolitos (de
Pinto 2003). A pesar de que la eliminacion de esta proteina no es letal, esta delecion
lleva a una reduccidn considerable en la internalizacién de sustratos respiratorios
como el NADH; sin embargo, se ha registrado permeabilidad residual en este tipo de

levaduras.

El flujo de electrones del complejo | como facilitador de la formacién del

MUC de mamiferos (MUC) y su regulacion por andlogos de quinonas.

Fontaine y cols. (1998) propusieron el flujo de electrones provenientes del
complejo | como facilitador de la formacion del canal inespecifico mitocondrial de
mamiferos (,MUC). Utilizando distintos sustratos respiratorios demostraron que la
transicion de la permeabilidad inducida por pulsos de calcio es més rapida al utilizar
sustratos para el complejo | que para el complejo Il. Estos resultados fueron apoyados
mediante experimentos que sugerian una mayor despolarizacion en mitocondrias
energizadas con sustratos para el complejo I. Se compar6 también la despolarizacion
inducida al aumentar la concentracién de FCCP y de KCN™ en condiciones de ,MUC

abierto (inducido con por calcio) y con el ,MUC cerrado (inhibido por CsA) para
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determinar si el efecto de los sustratos del complejo | sobre la apertura del canal sélo
depende de un cambio en el umbral del voltaje o también dependen de la tasa de
electrones a través del complejo |, observdndose una induccién de la despolarizacion
mediada por calcio con la adicion de FCCP en las mitocondrias energizadas con
glutamato/malato/piruvato (Fontaine y cols. 1998a).

Se estudi6 el efecto de andlogos de las quinonas sobre el ,MUC, en
mitocondrias aisladas de higado de rata midiendo su eficacia sobre la capacidad de
retencion de calcio en mitocondrias y para inducir la apertura del MUC, comparando
sus efectos con los de la CsA. Para cada compuesto se utilizd la concentracion que
causara el efecto maximo (Walter y cols. 2002). Con base en los resultados se ha

demostrado que existen tres clases distintas de quinonas:

Clase I. Inhibidoras. Incrementan la retencién de calcio de manera sigmoidea, a
diferentes concentraciones Optimas; algunas, a concentraciones mas altas disminuyen
su eficacia y comienzan a inducir la TP (Fontaine y cols. 1998b; Walter y cols. 2002).
La inhibicion por parte de las quinonas del grupo | no se limita a la TP inducida por
calcio o por fosfato; también se observa con otros inductores, como el atractilato,

estrés oxidativo y despolarizacion mitocondrial.

Clase Il. Activadoras. Inducen la TP ante una concentracién de calcio menor a la
requerida en ausencia de estos compuestos. Los efectos son mas simples que en el
grupo |, causando una disminucidn monoténica (creciente) en la capacidad de

retencion de calcio (Fontaine y cols. 1998b; Walter y cols. 2002).

Clase lll. Inactivas. Compiten con las del grupo | 6 Il (Walter y cols. 2002), sugiriendo
que existe un sitio comdn de unién para las quinonas involucrado con la regulacién del
MUC (Fontaine y cols. 1998b).

Se han identificado 18 quinonas que tienen efecto sobre el ,MUC han sido
identificadas entre mas de 70 analogos de quinonas. Se probaron algunas en las que
el carbono 6 del anillo de benzoquinona estaba sustituido con diferentes cadenas
laterales y los radicales de los carbonos 2, 3 6 5 se perdieron total o parcialmente
(Fontaine y cols 1998b). El hecho de que se requieran caracteristicas quimicas
especificas para la regulacion del MUC y su modulacién, ha llevado a proponer que las
quinonas se unen a un sitio especifico en el MUC, volviéndolo mas o menos sensible

al calcio. Para comprobar esto se estudiaron los efectos de combinaciones de
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quinonas, demostrando que todas comparten un sitio de union y compiten de acuerdo

con sus afinidades por ese sitio (Fig. 9) (Walter y cols. 2002).

L Sitio de unién a ubiquinona

¥ sitio de unién a Ca?*

. Ca2+
MUC cerrado MUC abierto
.ti
Ubiquinona que Ubiquinona Ubiquinona que Agregado de Agregadode
induce el MUC inactiva inhibe el MUC ubiquinonas inactivas  ubiquinonas inductoras

Fig 9. Modelo de la regulaciéon del MUC por analogos de quinonas. Se requiere menor concentracion
de calcio para abrir el MUC en presencia de una quinona activadora (grupo Il), mientras que se requiere
mayor cantidad de calcio en presencia de quinonas inhibidoras e inactivas (grupo | y Ill). Este modelo
también puede explicar el comportamiento bifasico de algunas quinonas. Debido a su alta hidrofobicidad,
tenderian a acumularse en las membranas mitocondriales, y so6lo una pequefia porcion seria soluble en
agua donde las quinonas se organizan en estados monomeéricos. El espacio abierto entre los rectangulos
denota el estado abierto del MUC. Modificado de: Walter y cols. 2002.

Por otro lado, se han probado los efectos de distintos analogos de quinonas en
diferentes lineas celulares, y se ha demostrado que tienen efecto sobre la viabilidad
celular al tener propiedades pro o antioxidantes y ser capaces de generar ERO. En el
caso de las quinonas inhibidoras o de clase |, son capaces de prevenir la muerte
inducida por la apertura del ,MUC sélo si no son toxicas per se. Sin embargo, los

efectos son variados y diferentes segun la linea celular que se utilice (Tabla 6).
En este trabajo estudiamos la posibilidad de que el complejo | no esté jugando

un papel como facilitador de la apertura del MUC utilizando a S. cerevisiae como

modelo de estudio, ya que esta levadura carece de complejo I.
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Tabla 6. Efecto de analogos de quinonas sobre la capacidad de retencion de calcio, el ,MUC, su efecto en la produccién de ROS y toxicidad

en distintas lineas celulares

Analogo Estructura
de

guinona

Linea
celular

Efecto sobre Efecto sobre Efecto
el ,MUC

la CRC

oxidante

Tox*

Referencia

Qo U937 Disminuye Activador Prooxidante + Devun y cols. 2010
o Hepatocitos Aumenta Inhibidor Devun y cols. 2010

H,co CH, Clona-9 Aumenta Inhibidor Prooxidante + Devun y cols. 2010

H,CO MH1C1 Disminuye Activador Antioxidante -- Devun y cols. 2010

o RLM Aumenta Inhibidor Walter y cols. 2002

Q1 o U937 Sin efecto Sin efecto Prooxidante + Belliere y cols. 2012
H.C0 o, Hepatocitos Sin efecto Sin efecto Devun y cols. 2010

%j("’ﬁ’m Clona-9 Disminuye Activador Prooxidante + Devun y cols. 2010

HCO ’ MH1C1 Sin efecto Sin efecto Antioxidante -- Devun y cols. 2010

s RLM Sin efecto Sin efecto Fontaine y cols. 1998b

Q2 o U937 Aumenta Inhibe Prooxidante -- Belliere y cols. 2012
s o, Hepatocitos Aumenta** Inhibidor*** Devun y cols. 2010

1T Clona-9 Sin efecto Sin efecto Prooxidante nd Devun y cols. 2010

Bco ' MHic1 Sin efecto Sin efecto Antioxidante nd Devun y cols. 2010

© oG RLM Aumenta** Inhibidor*** Nd nd Walter y cols. 2002

DQ o Hepatocitos Aumenta** Inhibidor*** Devun y cols. 2010
HyCO cH, Clona-9 Aumenta Inhibidor Antioxidante -- Devun y cols. 2010

500 ,  MH1C1 Aumenta Inhibidor Antioxidante -- Devun y cols. 2010

0 RLM Aumenta Inhibidor Nd Nd Walter y cols. 2002;

Fontaine y cols. 1998b

U937. Linfoblastos (de linfomas histiociticos) permeabilizados. Clona-9. Hepatocitos no cancerosos permeabilizados de rata. MH1C1. Hepatocitos cancerosos

permeabilizados de rata. Hepatocitos permeabilizados de rata. RLM. Mitocondrias de higado de rata *Toxicidad: Causa muerte celular ** A bajas concentraciones aumenta la
capacidad de retencién de calcio (CRC), no obstante, a altas concentraciones, la disminuye *** A bajas concentraciones, inhibe la apertura del MUC mientras que a altas

concentraciones, lo induce.
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HIPOTESIS

Si distintos analogos de las quinonas regulan el canal inespecifico mitocondrial
de mamifero, entonces estos deben tener efectos similares sobre el canal inespecifico

mitocondrial de la levadura.

OBJETIVOS

General
Determinar si existe un efecto de analogos de las quinonas sobre el canal

inespecifico mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae.

Particulares
1. Determinar los efectos de analogos de quinonas sobre el scMUC.
2. Determinar la existencia de algun sitio de interacciébn de los analogos de

quinonas al scMUC.

(38]



MATERIALES Y METODOS

Estrategia

Se investig6 el posible efecto regulatorio de algunos analogos de quinonas
sobre el scMUC, mediante la utilizacion de una cepa industrial. Las mitocondrias se
sometieron en condiciones experimentales para activar el s]MUC y se afadieron
diferentes concentraciones de distintos analogos de quinonas para analizar su efecto
sobre la actividad respiratoria, el potencial transmembranal y el hinchamiento

mitocondrial. Se utilizaron etanol o succinato como sustrato respiratorio.

Material bioldgico y reactivos

Se utilizo la cepa industrial La Azteca, la cual se adquirio periédicamente. Los
reactivos utilizados fueron de grado analitico, el sulfato de amonio, sulfato de
magnesio, cloruro de sodio, &cido succinico, se adquirieron en J.T. Baker. El MES,
manitol, albumina, safranina-o, glucosa, la decilubiquinona, Qs Q0 Y Q: se
adquirieron de Sigma-Aldrich, Co.

Condiciones de crecimiento

Medio de cultivo

Se cultivaron 40 grs. de levadura La Azteca en un litro de medio Kl6ett, que contiene:

Reactivo g/L
K;HPO, 2
(NH4)2SO4 6
MgSO4-7H,0 0.513
CacCl,-2H,0 0.382
Bactopeptona 5

Extracto de levadura 2.5
Lactato 7.2 (ml/L)

Glucosa 40
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Crecimiento de las levaduras

Las levaduras cultivadas se dejaron crecer durante 8 horas en medio Kloett a 30°C;
después se lavaron con agua destilada y se ayunaron durante 16 horas antes de la
obtencion de las mitocondrias (Pérez-Vazquez 2003).

Obtencion de las mitocondrias

Las células cultivadas en medio Kloett se cosecharon después de 16 hrs. de
ayuno; se lavaron y resuspendieron en 5 mM de MES, 0.6 M de manitol, 0.1% de BSA
(ajustado a pH 6.8 con trietanolamina). Las células se rompieron con un
homogenizador de células Bead Beater (Biospec Products, OK, USA) con perlas de
vidrio de 0.45 mm, dando pulsos 3 veces por 25 s con descansos de 40 s. Para el
aislamiento de mitocondrias el homogenado fue centrifugado diferencialmente segun
Pefia y cols. (1977). La concentracion de proteinas se determind por el método de
Biuret (Gornal 1949).

Consumo de oxigeno

Se midi6 el consumo de oxigeno en estado 4 y en estado 3 (Fig. 10) en un
oximetro con electrodo tipo Clark (YSI modelo 1500), con una camara de 1 ml, a
30°C. Las mitocondrias (0.5 mg de proteina/ml) se afiadieron al medio de reaccion,
que contenia: manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 (ajustado con TEA), KCI 20 mM,
MgCl, 50 uM, y analogos de las quinonas en distintas concentraciones (=10-100uM).
La induccion del s(MUC se logré utilizando 0.4 mM de fosfato. Como sustratos

respiratorios se utilizoé etanol 2 yL/mL o succinato 10 mM.

Potencial transmembranal

El potencial transmembranal (AW) se determiné durante el estado 4 (Fig. 10)
utilizando un espectrofotometro Aminco DW2 en modo dual a 511 y 533 nm. Como
cromoforo se utilizé anaranjado de safranina 10 uM. La mezcla de reaccién fue manitol
0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 (ajustado con TEA), KCI 20 mM, MgCl, 50 uM, PO, 0.4 mM.

Para promover el colapso del potencial se afiadi6 CCCP 6uM. Se afiadié etanol 4
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puL/mL o succinato 10 mM como sustrato respiratorio. Se adicionaron anéalogos de

quinonas en concentraciones crecientes (=10-100uM).

Mitocondrias Sustrato
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Fig. 10: Ejemplo de registro del consumo de oxigeno (JO,) (linea continua) y del potencial
transmembranal (linea punteada) de una muestra de mitocondrias aisladas en un medio isoténico con
sustrato y 4 mM de fosfato. La adicién de un sustrato causa un aumento en el consumo de oxigeno y en
el potencial transmembranal (estado 2 6 4). La adicion de ADP causa disminucion del potencial
transmembranal y acelera la tasa de respiracion en estado 4 (estado 3). Una vez agotado el ADP el
consumo de oxigeno decae (estado 4) y el potencial transmembranal aumenta. La respiracion en estado 4
suele ser superior a la tasa de respiracion basal debido a la hidrdlisis de parte del ATP formado en estado

3. En anoxia, la respiracion cesa por completo y el potencial transmembranal se abate.

Hinchamiento mitocondrial

El hinchamiento mitocondrial se evalu6 mediante el cambio de absorbencia a
540 nm en un espectrofotdmetro Aminco DW2000 en modo split. La mezcla de
reaccion fue manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 (ajustado con TEA), KCI 20 mM, MgCl,
50 uM, PO, 0.4 mM. Se afiadié etanol 2 yL/mL y succinato 10 mM como sustrato. Se

adicionaron analogos de quinonas en concentraciones crecientes (=10-100uM).
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RESULTADOS

Efecto de distintos analogos de quinonas sobre el scMUC con etanol

como sustrato respiratorio.

Una caracteristica comun del s:MUC, tanto en las cepas industriales como en
las cepas de laboratorio, es la capacidad del fosfato para regular su apertura. En
nuestro laboratorio se comprobd que una concentracion de fosfato 0.4 mM mantiene la
apertura del scMUC, mientras que a fosfato 4 mM el s:MUC se mantiene cerrado
(Castrejon y cols. 1997). Aprovechamos esta caracteristica para investigar el efecto de
distintas quinonas (decilubiquinona, con una cadena lineal de diez &tomos de carbono,
Yy Qs, Q10 Y Q: donde el nimero del subindice indica cuantas unidades isoprenoides
hay en la cadena lateral) sobre la apertura del s:MUC, midiendo sus efectos sobre la
respiracion, el potencial transmembranal y el hinchamiento mitocondrial al utilizar

etanol como sustrato respiratorio.

Efectos de la decilubiguinona sobre el scMUC

La decilubiquinona (DQ) inhibe la velocidad de consumo de oxigeno en estado 4
en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae incubadas con poco fosfato y las

acopla.

El consumo de oxigeno estd regulado principalmente por el potencial
transmembranal, si es elevado, el consumo de oxigeno seréa lento; a esta condicion se
le conoce como estado 4. Cuando se abate el potencial transmembranal, la cadena
respiratoria aumenta su actividad y se acelera el consumo de oxigeno. En
mitocondrias aisladas de higado de rata, la decilubiguinona tiene efectos inhibitorios
sobre la apertura del ,MUC (Fontaine y Bernardi 1999). Se evalu6 el efecto de este
analogo de quinona sobre el sMUC midiendo la respiracion con etanol en
mitocondrias aisladas de S. cerevisiae en estado 4. El fosfato 0.4 mM en el medio
causo un incremento de 60% en la velocidad respiratoria mitocondrial respecto a las
mitocondrias incubadas en fosfato 4 mM (Fig. 11 A), indicando la apertura del scsMUC.
En presencia de diferentes concentraciones de DQ (0 a 50uM) y bajo fosfato (s:MUC
abierto) la velocidad de consumo de oxigeno disminuy6 paulatinamente. El aumento
en el consumo de oxigeno en estado 3 sugiere que la DQ no actla inhibiendo la

cadena respiratoria (Fig. 11 B).
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Figura 11. Efecto de la decilubiquinona sobre la tasa de consumo de oxigeno en mitocondrias
aisladas de S. cerevisiae. Condiciones experimentales: Barras rojas: Fosfato 4mM sin DQ. Barras
verdes: Fosfato 0.4 mM y distintas concentraciones de DQ. Medio de reaccién: Manitol 0.6 M, MES 5 mM,
pH 6.8 ajustado con TEA, KCI 20mM, MgCl, 50uM, etanol 2uL/mL vy distintas concentraciones de DQ. A)
Consumo de oxigeno en estado 4. B) Consumo de oxigeno en estado 3. En B 500uM ADP. Mitocondrias:
0.5 mg prot/ml. * Diferencias significativas de C vs OuM DQ y C vs 10uM DQ. P=0.05%, prueba de Tukey.

El cociente entre el estado 3 y el estado 4 se denomina CR (control
respiratorio) e indica la capacidad de la mitocondria de sostener gradientes
transmembranales. Constituye un indicador de la eficiencia de la fosforilacion
oxidativa. Un CR de 2 indica que las mitocondrias se encuentran acopladas, mientras
gque un CR de 1 indica desacoplamiento. En este experimento, cuando el s:MUC se
encuentra cerrado, el CR es cercano a 3; cuando se encuentra abierto el CR es
cercano a 1. Las distintas concentraciones de DQ (a partir de 20uM), aumentaron la
relacién 3/4, indicando que la DQ acopla a la mitocondria (Tabla 7). Estos resultados

sugieren que la DQ actiia como un inhibidor del s:MUC.

Tabla 7. En mitocondrias aisladas de S. cerevisiae incubadas con 0.4 mM de fosfato, la
decilubiquinona aumenta el CR. Condiciones experimentales como en la Fig. 11. El experimento se
llevé a cabo a 30°C. El consumo de oxigeno en estado 3 y 4 se encuentran expresadas en natgO:

(min*mg prot)'l. Los resultados estan expresados como valores promedio + SD (n=3).

[Pi] (mM) [DQ] (UM) Estado4 Estado3 CR

4 0 75+5 217 +20 2.87
0.4 0 189+25 197+41 1.04
0.4 10 141 +26 225+35 1.59
0.4 20 116 £11 227 +35 1.95
0.4 30 102+14 205+45 201
0.4 40 99+13 188+43 1.90
0.4 50 94+13 193+38 2.05
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La DQ evita la deplecion del potencial transmembranal en mitocondrias aisladas

de S. cerevisiae.

Un potencial transmembranal (AW) elevado indica que la cadena respiratoria se
encuentra en reposo, y que el scMUC se encuentra cerrado. En fosfato 4 mM las
mitocondrias presentan un AW estable sensible a CCCP (Fig. 2, trazo a). En fosfato
0.4 mM las mitocondrias son incapaces de mantener el AW (Fig. 12); sin embargo, en
presencia de diferentes concentraciones de DQ paulatinamente se establece un AW.
(Fig. 12, trazos g, a y b), a 50 uM se observé un efecto maximo (Fig. 12, trazo c),

sugiriendo que la DQ es un inhibidor del sc:MUC.

o -
(8]
o
-
o -
o

Fig.12. En mitocondrias de S. cerevisiae respirando con etanol, la DQ evita la deplecion del AY.
Medio de reaccion: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA, KCI 20 mM, fosfato y DQ en
distintas concentraciones. Etanol 2 yL/mL (S). CCCP 6 puM. Su adicion esta indicada por las flechas.
Mitocondrias: 0.5 mg de proteina/ml. Condiciones experimentales: a) Fosfato 4mM sin DQ. b-h) Fosfato
0.4 mM y distintas concentraciones de DQ: b) Sin DQ ¢) 10 uM DQ d) 20 uM DQ e) 30 uM DQ f) 40 uM
DQ g) 50 pM DQ h) 100 uM DQ.
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La DQ inhibe el hinchamiento en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae.

Aprovechando que las mitocondrias se comportan como osmoémetros, es decir,
cuando aumenta la concentracidbn de solutos en su interior captan agua para
compensar el aumento en la presién osmotica y si pierden osmolitos, exportan agua y
se contraen; se puede usar este indicador para evaluar la apertura del sc]MUC, ya que
la mitocondria hinchada disminuye su absorbencia a 540 nm. En presencia de fosfato
4 mM no se observd hinchamiento mitocondrial (Fig. 13, trazo a), mientras que en
presencia de fosfato 0.4 mM la absorbencia disminuyd, reflejando la apertura del
scMUC (Fig. 13, c¢). Con diferentes concentraciones de DQ, el cambio de la

absorbencia disminuy6 hasta comportarse como el control (Fig. 13, trazos d-h).

AD.O.

T (min)

Figura 3. Efecto de la DQ sobre el hinchamiento en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae con
etanol como sustrato respiratorio. Medio de reaccion: Manitol 0.3 M, MES 2.5 mM, pH 6.8 ajustado con
TEA, etanol 5 pL/mL, DQ en distintas concentraciones. La flecha indica la adicion de KCI 20 mM.
Mitocondrias: 0.5 mg prot/ml. Condiciones experimentales: a) Fosfato 4mM sin DQ. b-g) Fosfato 0.4 mMy
distintas concentraciones de DQ: b) Sin DQ ¢) 10 uM DQ d) 20 uM DQ e) 30 uM DQ f) 40 uM DQ g) 50
pM DQ.
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Efectos de la Qg y la Q10 sobre el scMUC

La Qs Y la Qi no tienen efecto sobre el consumo de oxigeno en estado 4 en

mitocondrias aisladas de S. cerevisiae.

En un medio con fosfato 0.4 mM se observd aumento en el consumo
mitocondrial de oxigeno (mas de 200%) respecto al control (barras rojas). No se
observaron diferencias significativas en las mitocondrias incubadas con Qg 0 Q10 (Fig.

14 paneles Ay B), sugiriendo que estas quinonas no actian sobre el sc:MUC.
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Figura 14. Efecto de la Qs y Q10 Sobre la tasa de consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de
S. cerevisiae. Consumo de oxigeno en estado 4 en presencia de Qs (A) ¥y Q1o (B). Condiciones
experimentales: Barras rojas: Fosfato 4mM sin Q. Barras verdes: Fosfato 0.4mM vy distintas
concentraciones de Q. Medio de reaccion: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA, KCI 20
UM, MgCl, 50 uM, etanol 2 yL/mL y diferentes concentraciones de Qg y Q10. Mitocondrias: 0.5 mg prot/ml.

El control respiratorio fue cercano a 3. La Qg (tabla 8) y la Qi (tabla 9) no
actuan sobre el scMUC, por lo que podemos considerarlas como quinonas del grupo lll;
es decir, que no tienen efecto (Walter y cols. 2002). En los mamiferos, la Q1o €s una
quinona que pertenece al grupo | y a altas concentraciones (a partir de 100uM)

pertenece al grupo Il (Walter y cols. 2002).
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Tabla 8. En mitocondrias aisladas de S. cerevisiae incubadas con 0.4 mM de fosfato, la Qs no tiene
efecto sobre el CR. Condiciones experimentales como en la Fig. 14. Temperatura 30°C. El consumo de
oxigeno en estado 3 y 4 se encuentra expresado en natgO, (min*mg prot)-1. CR es el cociente de estado

3/estado 4. Los resultados estan expresados como valores promedio £ SD (n=3).

[Pi] (MM) [Qe] (UM) Estado4 Estado3 CR

4 0 115+4 331+17 2.86
0.4 0 269+24 225+x7 1
0.4 20 288+30 238+28 1
0.4 30 280+20 229+13 1
0.4 40 282+30 246+30 1
0.4 50 290+28 233x1 1
0.4 100 205+28 241+30 1

Tabla 9. En mitocondrias aisladas de S. cerevisiae incubadas con 0.4 mM de fosfato, la Q1o no tiene
efecto sobre el CR. Condiciones experimentales como en la Fig. 14. Temperatura 30°C. El consumo de
oxigeno en estado 3 y 4 se encuentra expresado en natgO, (min*mg prot)-1. CR es el cociente de estado
3/estado 4. Los resultados estan expresados como valores promedio + SD (n=3).

[Pi] (mM) [Qi] (uM) Estado4 Estado3 CR

4 0 100+14 273+34 271
0.4 0 248+5 212+44 1
0.4 20 266 +51 214+47 1
0.4 30 253+41 200+34 1
0.4 40 250+53 194+34 1
0.4 50 269+49 210+36 1
0.4 100 264+29 206+30 1
0.4 150 2590+53 195+34 1

La Qs Y la Qo no previenen la deplecién de AW en mitocondrias aisladas de S.

cerevisiae.

En fosfato 4mM y con etanol como sustrato, las mitocondrias presentaron un
AW estable (Fig. 15, trazos a de ambos paneles). Con fosfato 0.4 mM no se estableci
AW (Fig. 15, trazos de ambos paneles). Las concentraciones de Qg (Fig. 15, panel A) y

de Qi (Fig. 15, panel B), no previnieron la deplecion de AW en bajo fosfato.
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Fig. 15. Efecto de la Q¢ (panel A) y la Q1o (panel B) sobre el AW mitocondrial de S. cerevisiae. Medio

de reaccion: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA, KCI 20 mM, fosfato y Qs (panel A) 0 Q1o
(panel B) en distintas concentraciones. Etanol 2 uL/mL (S). CCCP 6 uM. Su adicion esta indicada por las
flechas. Mitocondrias: 0.5 mg prot/ml. a) Fosfato 4 mM sin Q. b-f) Fosfato 0.4 mM vy distintas
concentraciones de Q b) SinQ c) 100 pM Q d) 50 pM Q e) 30 uM Q f) 10 uM Q.

Efecto de la DQ sobre el scMUC con succinato como sustrato respiratorio.

Con el fin de investigar si los efectos de los analogos de quinonas observados
en mitocondrias con etanol como sustrato respiratorio se observan también con otros
sustratos respiratorios, y analizar la posibilidad de que el estado de dxido-reduccién de
los piridin nucledtidos sea un efector del s;MUC se utilizé succinato. La entrada de
estos sustratos en la cadena respiratoria es diferente: el etanol permea la membrana
mitocondrial interna y es oxidado por la alcohol deshidrogenasa matricial utilizando
NAD" como aceptor de electrones, el NAD" reducido dona sus electrones directamente
a la NADH deshidrogenasa interna (N1dp), mientras que el succinato es oxidado

directamente por la succinato deshidrogenasa, reduciendo FAD" (Fig. 6).
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Con succinato como sustrato, no hay aceleracién en el consumo de oxigeno en
estado 4 en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae y la decilubiquinona (DQ) no

tiene efecto.

Al utilizar succinato como sustrato respiratorio, no se observé aceleracion del
consumo de oxigeno en estado 4 (Fig. 16 A, barras azules). Tomando en cuenta que
dicha aceleracion es un indicador de la apertura del MUC, estos resultados son
interesantes, pues sugieren que el sc;MUC se encuentra cerrado cuando el sustrato es
succinato. Se utilizé una concentracién de 0.1 mM de fosfato para lograr que el CR
fuera igual a 1 (Tabla 10). El aparente desacoplamiento de las mitocondrias se debi6 a
la falta de aceleracion del consumo de oxigeno en estado 3 (Fig. 16 B, barras azules),
y no a la aceleracién del consumo de oxigeno en estado 4 cuando el canal se
encuentra abierto. Las distintas concentraciones de DQ no afectaron el estado 4 pero
permitieron una modesta aceleraciéon del estado 3 y un pequefio aumento del CR. Las

mitocondrias control (C) tienen un CR cercano a 2 (Tabla 10).
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Fig. 16. Efecto de la DQ sobre la tasa del consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de S.
cerevisiae con succinato como sustrato respiratorio. A. Consumo de oxigeno en estado 4. B.
Consumo de oxigeno en estado 3. Medio de reaccién: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con
TEA, KCI 20 mM, MgCl, 50 yM, succinato 10 mM como sustrato respiratorio, distintas concentraciones de
fosfato y DQ. En B ademas, ADP 500 uM. Mitocondrias: 0.5 mg prot/ml. Condiciones experimentales:
Barras rojas: 4mM de fosfato sin DQ. Barra verde: Fosfato 0.4mM. Barras azules: Fosfato 0.1 mM y DQ

indicada.
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Tabla 10. Con succinato como sustrato y fosfato 0.4 mM la DQ no tiene efecto sobre el CR.
Condiciones como en Fig.16. Temperatura 30°C. Consumo de oxigeno en estado 3 y 4 expresado en

natgO, (min*mg prot)-1. CR es el cociente de estado3/estado 4. Los resultados estan expresados como

valores promedio + SD (n=3).

[Pi] (mM) [DQ](uM) Estado4 Estado3 CR
4 0 85+11 178+8  2.10
0.4 0 90+19 154+21 1.71
0.1 0 88+10 104+16 1.17
0.1 20 95+16 127+27 1.33
0.1 30 100+ 17 122432 1.22
0.1 40 96+21 123+34 1.28
0.1 50 94+29 128+32 1.36

Con succinato como sustrato, no hay abatimiento de AW en mitocondrias

aisladas de S. cerevisiae.

Al utilizar succinato no se observé deplecion del potencial transmembranal en
mitocondrias incubadas con fosfato 4 mM, 0.4 mM y 0.1 mM (Fig. 17, trazo a, b y c,
respectivamente); se establecié un AY estable y sensible a CCCP.

Estos resultados nuevamente sugieren que el scsMUC se encuentra cerrado cuando el

sustrato es succinato.

AY

0 50 1(|30 15I0 2(I)0

T(S)
Figura 17. Efecto de la DQ sobre el AW en mitocondrias aisladas de S. cerevisiae con succinato
como sustrato respiratorio. Medio de reaccion: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA,
KCI 20 mM. Succinato 10mM. Mitocondrias: 0.5 mg prot/ml. EI A¥Y se abatié con CCCP 6 uM. Condiciones

experimentales: a) Fosfato 4mM sin DQ b) Fosfato 0.4mM sin DQ ¢) 0.1mM de fosfato sin DQ.
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Con succinato como sustrato, no hay hinchamiento en mitocondrias aisladas de

S. cerevisiae.

Al incubar a las mitocondrias con 4 mM de fosfato con succinato como sustrato
no se observd hinchamiento mitocondrial tras la adicion de K*; al disminuir los niveles
de fosfato a 0.4 mM y 0.1 mM se observé una pequefia disminucion de la absorbencia
(Fig. 18, trazo b y c); al comparar este efecto con las mitocondrias que usan etanol
como sustrato respiratorio con 0.4 mM de fosfato (Fig. 18, trazo d) nuevamente queda

en evidencia la importancia del sustrato utilizado.
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Fig. 18. En presencia de succinato, la DQ inhibe el hinchamiento en mitocondrias aisladas de S.
cerevisiae. Medio de reaccion: Manitol 0.3 M, MES 2.5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA, succinato 10 mM,
DQ en distintas concentraciones. KCI 20 mM. Mitocondrias: 0.5 mg prot/ml. Condiciones experimentales:
a) Fosfato 4 mM sin DQ. b) Fosfato 0.4 mM sin DQ c) Fosfato 0.1 mM sin DQ d) Etanol como sustrato
respiratorio, fosfato 0.4 mM sin DQ.

Los datos de oximetria, potencial transmembranal e hinchamiento mitocondrial
sugieren que ademas de la concentracion de fosfato, el sustrato esta jugando un papel
activo en la apertura del canal, y nos permite proponer que el estado de Oxido-
reduccion de los piridin nucleétidos tiene un papel importante en la regulacion del

scMUC, el cual se modifica cuando el etanol es el sustrato utilizado por la mitocondria.
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La competencia entre analogos de quinonas sobre el scMUC.

Walter y cols. (2002) demostraron que las quinonas inactivas (grupo Ill) son
capaces de competir con quinonas inhibidoras o activadoras contrarrestando su
efecto. Por ejemplo, este grupo caracterizé a la Q; como una quinona que no modifica
la capacidad de retencion de calcio en mitocondrias aisladas de higado de rata, y a la
OH-DQ (hidroxi-decilubiguinona) como una quinona activadora (grupo 1). Al incubar a
las mitocondrias con 60 nmol x mg de proteina™ de calcio (cantidad insuficiente para
abrir el ;MUC) y con OH-DQ se observa apertura del ,MUC seguida mediante
hinchamiento mitocondrial; este efecto es prevenido por la Q;, condicién en la que se
deja de observar hinchamiento mitocondrial.

Utilizando etanol como sustrato, decidimos averiguar si en S. cerevisiae se
observa este fendmeno de competencia. Primero investigamos a qué grupo pertenece
la Q; al medir sus efectos sobre el potencial transmembranal. Al incubar a las
mitocondrias en un medio con 0.4 mM de fosfato observamos que la Q; no tiene efecto
para restablecer el potencial transmembranal (Fig. 21, panel A trazos c-f).

AD.O

T (s)

Figura 21. Efecto de la Q; sobre el AW de S. cerevisiae en mitocondrias aisladas con etanol como
sustrato respiratorio. Medio de reaccion: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA, KCI 20
mM, MgCl, 50 uM. Se incubaron las mitocondrias con Qi en distintas concentraciones. Mitocondrias: 0.5
mg de proteina/ml. Se adicioné etanol 2 ul/mL como sustrato respiratorio (S). El potencial transmembranal
se abatié tras la adicion de CCCP 6 pM. Su adicion esta indicada por las flechas. Condiciones
experimentales: Panel A. a) 4 mM de fosfato sin Q1 b-f) 0.4 mM de fosfato con distintas concentraciones
de Qi1: b) Sin Q1¢) 25 uM Q1 d) 50 UM Q; €) 100 uM Q; f) 200 uM Q1
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Estos resultados sugieren que la Q; es una quinona inactiva en S. cerevisiae.
Decidimos entonces investigar el efecto de la incubacion de Q; y DQ, quinona
inhibidora del s:MUC, saobre el potencial transmembranal en mitocondrias aisladas. Al
incubar a las mitocondrias con 0.4 mM de fosfato y 50 uM de DQ se establecié un AY
estable y sensible a CCCP, cuando ademas se incubaron con distintas
concentraciones de Q; el AY disminuydé de acuerdo con la concentracion de Q;
utilizada, a mayor concentracién de Q; menor potencial transmembranal (Fig. 22,

trazos c-f).

AD.O.

Figura 22. Efecto de la Q1 sobre el AW de S. cerevisiae en mitocondrias aisladas con etanol como
sustrato respiratorio. Medio de reaccion: Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA, KCI 20
mM, MgCl, 50 puM. Etanol 2 pl/mL (S). Se incubaron las mitocondrias con DQ y Q: en distintas
concentraciones. Mitocondrias: 0.5 mg de proteina/ml. El potencial transmembranal se abatio tras la
adicion de CCCP 6uM, su adicion esté indicado por flechas. Condiciones experimentales: a) Fosfato 0.4
mM sin DQ y Q1 b-f) Fosfato 0.4mM, 50 uM de DQ y distintas concentraciones de Qi: b) Sin Q1 ¢) 25 uM
Q1d) 50 UM Q1 €) 100 PM Qsf) 200 uM Q;.

Este experimento muestra que una quinona inactiva desplaza los efectos de
una quinona inhibidora, sugiriendo que ambas tienen al menos un sitio de union

especifico en el scMUC a través del cual pueden regular la apertura o cierre del canal.
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DISCUSION

La regulacion del canal inespecifico mitocondrial de Saccharomyces

cerevisiae por los analogos de quinonas.

Las quinonas son compuestos organicos que constan de un anillo de
ciclohexanodiona y una cadena lateral isoprenoide (Nelson y Cox 2013). La cadena
lateral permite diferenciar entre las distintas quinonas de acuerdo con el nimero de
carbonos o isoprenos que contenga. En este trabajo se utilizdé la Q; (0 quinona Ub5,
una unidad de isopreno), la Qs (0 quinona Ub30, seis unidades de isopreno), la Q4o (0
Ub50, 10 unidades de isopreno) y la decilubiquinona, que es una quinona con 10

atomos de carbono en una cadena lineal (Fig. 23).

o ]
A0 )\/CH H,CO., ,J-\ _CH,

H-.C et - | 3 o | «-ulv_.
HJC_\O ! /_AKHMH ; L:,-_-,"Jﬂ""- ".H\H“'-_g'i'-H\"\-\__;/AHM,;HHHHJ‘J.'HH.H\—".CH!
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Fig. 23. Estructura quimica de cada una de las quinonas utilizadas en esta tesis. Cada quinona esta
compuesta por un anillo de cliclohexadiona en conformacion para-benzoquinona y una cadena
hidrocarbonada larga, en caso de la Q1, Qs ¥ Q10 €n unidades de isopreno. La DQ no contiene unidades

isoprenoides.

Las quinonas se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos y son
uno elemento movil de la cadena respiratoria. Las caracteristicas hidrofébicas de
estas moléculas determinan su alta movilidad dentro de la membrana mitocondrial
(Alberts y cols 2002). La ubiquinona esta localizada en un punto de convergencia de

los donadores de electrones como el NADH, el succinato, el glicerol fosfato y la colina.
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El NADH transporta electrones desde las deshidrogenasas solubles de la matriz
mitocondrial y las flavoproteinas embebidas en la membrana interna (Nelson y Cox
2013). La ubiquinona transfiere electrones y protones entre proteinas dentro de la
bicapa lipidica de la membrana. Los grupos carbonilo de la forma oxidada de la
molécula se reducen, aceptando cada uno de ellos un electrén y un proton, de modo
que cada una de las dos funciones cetona se transforman en funcién alcohol. La forma

reducida de la molécula se denomina ubiquinol (Nelson y Cox 2013).

El aumento en el consumo de oxigeno en estado 4, el hinchamiento
mitocondrial y el abatimiento del potencial transmembranal son los indicadores que se
utilizan para definir la apertura del canal inespecifico mitocondrial. Este trabajo
demostré que la decilubiquinona (DQ) inhibe la apertura de este canal y disminuye el
consumo de oxigeno en estado 4, inhibe el hinchamiento mitocondrial y evita el
abatimiento del potencial transmembranal cuando se induce la apertura del s:MUC
(Fig. 11 y 12). El aumento en el consumo de oxigeno en estado 3 indica que la
inhibicion del ssMUC no esta directamente relacionada con la inhibicién de la cadena
respiratoria; el aumento gradual en el CR y en el potencial transmembranal sugiere
que este compuesto podria i) Cerrar parcialmente el ssMUC proporcionalmente a la
concentracion de DQ utilizada ii) Cerrar completamente el s:sMUC en una subpoblacion
de mitocondrias de la muestra utilizada iii) Inhibir parcialmente unos canales y
totalmente otros en una subpoblacién de mitocondrias, ya que no se logra restablecer

por completo las propiedades de las mitocondrias incubadas en fosfato 4 mM.

Se propuso que la inhibicién por quinonas puede tener lugar a través de sitios
especificos de unién al ,MUC, mientras que las quinonas inactivas tendrian una baja
afinidad por ellos y las quinonas enddgenas serian ligandos del canal, que lo
estabilizan en la conformacién cerrada a través de su interaccion con el complejo |

(Fontaine y cols., 1998; Fontaine y cols., 1999; Walter y cols., 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante los experimentos de
competencia sugieren que en S. cerevisiae si existe un sitio especifico de interaccion.
No obstante, nuestros resultados indican que las quinonas endégenas no participan en
la regulacion del s;MUC, pues la Q¢ (quinona enddgena en S. cerevisiae) no tuvo
efectos sobre la regulacion del canal. Por tanto, se sugiere que la regulacién del
scMUC a través de los analogos de las quinonas ocurre en un lugar distinto al los sitios
de unién que tienen en los complejos respiratorios y deshidrogenasas para llevar a

cabo la fosforilacion oxidativa. Para encontrar este posible sitio de interaccion se
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podrian realizar experimentos de competencia, utilizando alguna quinona inactiva o del
grupo Il més algun agente inhibidor del s;MUC del que se conozca su sitio especifico
de interaccién. Por ejemplo, se podria utilizar un agente como el decavanadato que
inhibe la apertura del MUC, y ver si sus efectos son contrarrestados por alguna
quinona. Si el efecto de inhibicién del decavanadato no es contrarrestado, podria ser
evidencia de que las quinonas tienen un sitio especifico de unién que no es el VDAC.

Para descartar el PiC se podria utilizar mersalil, que inhibe el transporte de fosfato.

El posible papel del estado de 6xido-reduccién de los piridin-nucleétidos
como efector del canal inespecifico mitocondrial de S. cerevisiae.

Se ha establecido que las concentraciones de fosfato y de K* regulan el canal
inespecifico mitocondrial de S. cerevisiae: el K" es capaz de inducir la deplecion del
potencial transmembranal y disminuir el CR (Castrejon y cols. 1997), mientras que el
fosfato puede proteger a las mitocondrias de este efecto. Las concentraciones altas de
fosfato (4 mM) protegen a las mitocondrias del efecto de la adicién de K* (20mMm),
evitando el abatimiento del potencial transmembranal y la disminucién del CR,
mientras que una baja concentracion de fosfato (0.4mM) no protege a las
mitocondrias, se bate el potencial transmembranal y disminuye del CR (Castrejon y
cols. 1997). Se sabe que en las mitocondrias de levadura hay dos mecanismos para la
captacion de K*, el primero se activa por el pH acido y ausencia de Mg", y el segundo
se activa con un pH alto y la adicion de ATP exdgeno (Guerin y cols. 1994). La salida
del K* de la mitocondria se lleva a cabo por medio de un antiportador K*/H"
dependiente del gradiente de pH (Chavez y cols., 1977; Mitchell y Moyle 1969).

En este trabajo los experimentos se realizaron en condiciones en las que el K*
y fosfato determinaron la conformacion abierta o cerrada del canal, es decir, como
control del canal cerrado se utilizé Pi 4mM y como control del canal abierto se utiliz6 Pi
0.4 mM. De acuerdo con lo esperado, al utilizar KCl 20 mM y Pi 0.4 mM en el medio de
reaccion, se observd un aumento en el consumo de oxigeno, abatimiento del potencial
transmembranal e hinchamiento mitocondrial cuando se utiliz6 etanol como sustrato
respiratorio, indicando la apertura del canal. Sin embargo, al utilizar succinato como
sustrato respiratorio, no se observo la apertura del canal en presencia de KCI 20 mM y
Pi 0.1 mM: hubo leve hinchamiento mitocondrial (comparado con el hinchamiento en
mitocondrias con etanol como sustrato respiratorio), no se abatié el potencial
transmembranal ni se aceler6 el consumo de oxigeno en estado 4. Aunque el CR

disminuy6 a 1, condicion en la que se considera que las mitocondrias estan
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desacopladas, esta disminucion se debid a la falta de aceleracion en el consumo de
oxigeno en estado 3, sugiriendo que la falta de fosfato no permite el acoplamiento del
potencial transmembranal a la sintesis de ATP. Para verificar esta hipotesis se puede
realizar un experimento en el cual se mida estado 4 y estado U (desacoplado) en lugar
de estado 3, un estado U/4 cercano a 2 nos indicaria que las mitocondrias no se
encuentran desacopladas.

En conjunto, estos resultados sugieren que las diferencias observadas de
acuerdo al sustrato utilizado se deben al estado de Oxido-reduccidén de los piridin
nucleétidos, y se puede proponer que juega un papel en la regulacion del s:MUC
ademas del papel del fosfato y el K*. En este sentido, distintos autores han manipulado
el estado redox del NADPH utilizando distintos reductores y oxidantes, y han
observado que la oxidacion del NAD(P)H estimula la liberacién de calcio, mientras que
se inhibe por su reduccion, sugiriendo que el estado redox del NAD(P)H puede estar
relacionado con la regulacién del MUC. Ademas, su oxidacion favorece la aparicion de
EROs, sugiriendo que tiene un papel central en la defensa contra el estrés oxidativo
(Vercesi 1984; Hunter y Haworth 1979; Zago y cols. 2000).

Se ha demostrado que el NADPH tiene un efecto reductivo mediante la
glutation reductasa y mantiene la funcionalidad de las enzimas que remueven el H,0,
(Hoek y Rydstrom 1988; Kowaltowski y Vercesi 2000) La enzima glutation reductasa
cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) por oxidacion del NADPH + H' para
dar lugar a dos moléculas de glutation reducido (GSH) y NAD(P)+. El papel principal
de esta enzima citosdlica es mantener las concentraciones intracelulares de GSH para

la reduccion de los grupos tiol (-SH) de las proteinas:

2 Glutation + H,O, ----> Glutation disulfuro + 2 H,O

Se ha demostrado que la transicién de permeabilidad se inhibe con reductores
de tioles, mientras que los oxidantes la promueven, por lo que los antioxidantes y
reductores pueden regular la transicibn de permeabilidad al controlar los niveles
mitocondriales de GSH o mediante cambios directos en el potencial redox de los
grupos tiol del MUC (Le Quoc y cols. 1976; Harris y Baum 1980).

Existen dos pozas de grupos tioles en la membrana que regulan la transicion
de permeabilidad (Costantini y cols. 1996). Esta ocurre cuando los grupos tioles de la

membrana interna mitocondrial se encuentran oxidados, produciendo cambios
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conformacionales e induciendo la apertura del MUC. No se ha determinado qué
proteinas participan, pero seguramente la ANT se encuentra involucrada. En este
sentido, Vercesi (1984) demostro la participacion del ANT y la oxidacion de los tioles
en el mecanismo de liberacion de calcio estimulado por NADP. Ademas, el residuo de
Cys 56 de la ANT se oxida en mitocondrias aisladas y las células son sometidas a una
transicion de permeabilidad.

El efecto indirecto antioxidante de las transdeshidrogenasas pudo evolucionar
como una defensa en contra del estrés oxidativo, ya que los potenciales altos
favorecen la formacion de EROs (Korshunov 1997); se acompafian de bajas tasas
respiratorias, que estimulan la generaciéon de EROs. Entonces, las proteccion ideal
contra el estrés oxidativo se obtendria bajo condiciones de ligero desacoplamiento,
cuando la reaccion catalizada por la NADP transdeshidrogenasa se encuentra
generando NADPH pero la generacion de EROs disminuye notablemente (Korshunov
1997; Kowaltowski y Vercesi 2000). S. cerevisiae carece de actividad
transdeshidrogenasa (Bruinenberg 1985; van Dijken y Scheffers 1986), sin embargo,
es capaz de transferir equivalentes reductores hacia la mitocondria a través de
distintos mecanismos: Anaerébicamente, se puede reoxidar el NADH es mediante la
produccion de glicerol y en la fermentacion (van Dijken y Scheffers 1986; Albers y
cols. 1998). AerObicamente, existen distintos sistemas para conducir el NADH
citosdlico hasta la cadena transportadora de la levadura. Los sistemas mas
importantes al respecto parecen ser las dos NADH deshidrogenasas alternas (Luttik y
cols. 1998; Small WC, McAlister-Henn 1998) y la lanzadera de glicerol-3-fosfato
(Larsson y cols. 1998).

CONCLUSIONES

e Algunos analogos de las quinonas son efectores del canal inespecifico
mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae.

e La decilubiquinona inhibe la apertura del s:MUC.

o LaQgYyla Qi soninactivas.

e Laregulacion del ssMUC varia de acuerdo con los sustratos respiratorios.

e El estado de 6xido-reducciéon de los piridin nucleétidos parece ser un efector
del scMUC.

e Hay al menos un sitio especifico de interaccién quinonas/s;MUC.

(58]



PERSPECTIVAS

e Probar otros andlogos de las quinonas, analizando si existe especificidad

estructural en el sitio de interaccién quinonas/sc.MUC.

e Buscar el sitio de interaccién quinonas/scMUC mediante las mutantes carentes
de VDAC y PiC.

e Medir el estado de 6xido-reduccién de los piridin nucleétidos.
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