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RESUMEN

Debaryomyces hansenii es una levadura halotolerante de interés
biotecnoldgico por su capacidad de sintetizar lipidos para biodiesel y su uso en
la industria alimenticia. Su metabolismo estd adaptado a condiciones de
hipersalinidad, donde incrementa su crecimiento, consumo de oxigeno,
fermentacion y sintetiza solutos compatibles. Previamente se describié que sus
mitocondrias aumentan su consumo de oxigeno por medio del cierre del poro
de transicion de la permeabilidad (PTP) en respuesta a cationes monovalentes
(Na* y K*). Aqui, se evaluo el efecto de estos iones sobre los componentes de
la fosforilacién oxidativa de D. hansenii. Cuando el PTP estéa abierto, al emplear
piruvato-malato para estimular la respiracion a nivel del complejo 1, los cationes
K* y Rb* incrementaron el control respiratorio. Por otro lado, bajo las mismas
condiciones, cuando el PTP estd cerrado, el consumo de oxigeno se
incrementd 70%, manteniendo el control respiratorio. En ambos casos los
cationes Li* y Na* no tuvieron efecto, a diferencia de lo previamente reportado.
Al utilizar succinato para estimular la respiracion a nivel de complejo I, se
disminuy6 el consumo de oxigeno al emplear cualquiera de las cuatro sales. No
hubo diferencia en el consumo de oxigeno a nivel del complejo IV (Sustrato
TMPD+ascorbato) o de la NADH deshidrogenasa alterna (Sustrato NADH) por
ningun cation monovalente. Cuando la actividad de cada complejo enziméatico
se evalu6 individualmente, no se detectdé ningun incremento. Se concluye que
la activacion del consumo de oxigeno no se debe a un efecto directo sobre los
complejos respiratorios. Datos preliminares indican que en presencia de K* a
tiempos prolongados la estimulacion del consumo de oxigeno se abate,
probablemente debido al transporte del K* hacia la matriz mitocondrial.

Vi



ABSTRACT

Debaryomyces hansenii is a halotolerant yeast, widely used in the food
industry and as a potential biodiesel source. Hypersalinity enhances its
metabolism, e.g., increases growth, oxygen consumption, fermentation and
synthesis of compatible solutes. Previously, it was determined that Na* and K*
ions increase the rate of coupled oxygen consumption in D. hansenii
mitochondria. This effect was attributed to closure of the permeability transition
pore (PTP). Here, the effect of these cations on D. hansenii respiratory chain
components was evaluated. When PTP is closed, K* and Rb* increased the
respiratory control when complex | substrates pyruvate-malate were used. By
contrast, in the same conditions, when the PTP is closed, oxygen consumption
was accelerated 70% upon the addition of KCI or RbCI with no change in the
respiratory control. In both cases Na+ and Li+ had no effect, opposed to what
was previously reported. On the other hand, when complex Il substrate
succinate was used, oxygen consumption was inhibited by all the different salts.
No difference in oxygen consumption was appreciated at complex IV (Substrate
TMPD+Ascorbate) or alternative NADH dehydrogenase level (Substrate
NADH). When individual respiratory complexes were evaluated, no effect was
observed in enzymatic activity from the addition of the different salts. Thus, the
increased rate of oxygen consumption cannot be attributed to a direct effect on
the respiratory chain from the monovalent cations. Preliminarily, it seems that
the observed increase in oxygen consumption disappears when the sample is
incubated with K*. This effect might be attributed to the transport of K* into the

mitochondrial matrix.

Vi



1. INTRODUCCION

1.1.- Mitocondria

La mitocondria es un organelo formado por una membrana externa y una
membrana interna (Wohlrab, 2009). Entre ambas membranas se delimita el
espacio intermembranal, mientras que al interior de la membrana interna se
contiene a la matriz mitocondrial (Kuhlbrandt, 2015). La membrana externa es
lisa y permeable a moléculas pequefas, mientras que la membrana interna
forma invaginaciones, es mayormente proteica y es rica en cardiolipina,

ademas es altamente impermeable (Distler et al., 2008).

La mitocondria se origind a partir de una a-proteobacteria que quedd
atrapada en una arqueobacteria, conformando a la célula eucariota (Martin
et al., 2015). A medida que esta asociacion fue evolucionando, el genoma de la
a-proteobacteria se fue reduciendo y compactando, ya que la mayoria de sus
genes se perdieron o fueron transferidos al genoma de la arqueobacteria
(Gustafsson et al., 2016).

Mediante la fosforilacion oxidativa, la mitocondria es la principal fuente
de ATP en la célula (Kihlbrandt, 2015). Este proceso consiste en la sintesis de
ATP por la ATP-sintasa, a partir del gradiente electroquimico formado por la
cadena respiratoria acoplada a la transferencia de electrones al oxigeno
(Friedman y Nunnari, 2014). Otras vias metabdlicas mitocondriales son el ciclo
de Krebs, la oxidaciébn de &cidos grasos, la sintesis y degradacion de
aminodcidos, la sintesis de cuerpos cetonicos, de pirimidinas, de grupos hemo,
de urea y centros hierro-azufre (Calvo y Mootha, 2010; Stehling y Lill, 2013).
Asimismo contribuye a la regulacion de procesos celulares como sefializacion,

crecimiento y diferenciacion celular y apoptosis (Osellame et al., 2012).
1.2.- Teoria quimiosmotica

Bill Slater (1953) presento la teoria de acoplamiento quimico, que ilustra
como las reacciones redox sucesivas de la cadena respiratoria forma
intermediarios que almacenan la energia necesaria para la sintesis de ATP
(Robinson, 1997) Por otro lado, Paul Boyer (1975) propuso la hipotesis del

cambio conformacional, donde la sintesis de ATP es impulsada por cambios



conformacionales en las proteinas respiratorias. EI modelo actualmente
aceptado es el de Mitchell (1961), que plante6 la teoria del acoplamiento
guimiosmotico, que consiste en que una reaccion quimica puede generar el
transporte vectorial de un componente quimico con carga a través de una via
especifica, generando un gradiente electroquimico. Este gradiente
electroquimico, que en el caso de los protones se llama fuerza proton-motriz,
puede disiparse de manera acoplada a la sintesis de ATP a través de una ATP
sintasa (Mitchell, 1985).

En la mitocondria, la cadena de transporte de electrones transporta dos
electrones del NADH al oxigeno, obteniendo energia en tres pasos para
bombear protones al espacio intermembranal (Hirst, 2010). La membrana
interna mitocondrial es impermeable a H* y a otros iones (Ling, 1981),
permitiendo producir y mantener la fuerza protén-motriz usada para la sintesis
de ATP por el complejo V y el transporte de metabolitos (Morelli et al., 2019)
(Figura 1).

- H*
Espacio intermembranal

i

H* H*

Ap = ApH + Ay

H+

H+

Complejoll

Complejo V.

Complejo Il

> H
NADH NAD* SuccinCo-\

H Fumarato He

.

Matriz ADP + Pi ATP

Figura 1.- Teoria quimiosmatica. La cadena de transporte de electrones dona los
electrones del NADH o del succinato hasta su receptor final, el oxigeno. Los complejos
[, lll; y IV translocan protones de la matriz al espacio intermembranal. Los protones
acumulados en el espacio intermembranal forman un gradiente quimico (ApH) y
eléctrico (Ay). En conjunto estos dos componentes conforman la fuerza proton-motriz
que impulsa el reingreso de los protones hacia la matriz mitocondrial por el complejo V
sintetizando ATP a partir de ADP y Pi. Modificado de Morelli et al. (2019).



1.3.- Cadena respiratoria
1.3.1.- Complejo | (NADH-ubiquinona oxidorreductasa)

Este complejo oxida el NADH, producido por el ciclo de Krebs y la -
oxidacion, regenerando la poza de NAD* (Hirst, 2010). Los electrones del
NADH pasan por una serie de centros redox (FMN, centro Fe-S) hasta llegar al
aceptor de electrones, la ubiquinona (Walker, 1992). Este proceso esta
acoplado con el bombeo de protones hacia el espacio intermembranal (Wirth

et al., 2016) con una estequiometria de 4H*/2e" (Ripple et al., 2013).

El complejo respiratorio | es el de mayor tamafio (Efremov y Sazanov,
2011). Tiene una forma de “L”, con un brazo en la membrana interna
mitocondrial, y el otro orientado hacia la matriz mitocondrial (Hofhaus et al.,
1991). Varia en composicién, el complejo | procariota es el mas simple, el cual
consiste de 14 subunidades centrales requeridas para la transduccion de
energia (Efremov y Sazanov, 2011). En la mitocondria, estas 14 subunidades
estan conservadas, de las cuales siete son hidrofilicas y componen el brazo y
son codificadas en el genoma nuclear (Hirst, 2010). Las otras siete estan
codificadas en el genoma mitocondrial, constituyendo el brazo embebido en la
membrana (Walker, 1992). En las mitocondrias, adicionalmente se tienen otras
proteinas codificadas en el genoma nuclear, llamadas accesorias que tiene
funcion regulatoria o de estabilidad (Wirth etal., 2016). EI numero de
subunidades accesorias depende del organismo, por ejemplo; los mamiferos
tienen 31 subunidades (Zhu et al., 2016) mientras que Yarrowia lipolytica solo
tiene 28 (Yip et al., 2011).

El mecanismo por el cual el bombeo de protones y la transferencia de
electrones estan acoplados no es claro (Hirst, 2013). El modelo méas aceptado
consiste en que los 4 protones se translocan al mismo tiempo impulsados por
la reduccion de una molécula de quinona (Efremov y Sazanov, 2011). Por otro
lado, el modelo de cambio de estabilizacion de dos estados consiste en dos
reducciones sucesivas de un electron a la quinona, que inducen cambios
conformacionales que resultan en la translocacion de dos protones por
reduccion (Brandt, 2011).



Los inhibidores del complejo | su unen al sitio de union a la quinona,

como la rotenona, la piericidina A y las amiloridas (Murai y Miyoshi, 2016).

En Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras relacionadas, este
complejo esta ausente, en su lugar hay tres NADH deshidrogenasas alternas
(de Vries y Marres, 1987).

1.3.2.- Complejo Il (Succinato: ubiguinona oxidorreductasa)

El complejo Il transfiere los electrones del succinato a la ubiquinona, por
medio de los grupos prostéticos (FAD, centros Fe-S, grupo hemo) (Hagerhall,
1997). Este proceso esta acoplado a la oxidacion del succinato para formar

fumarato en el ciclo de Krebs (Bezawork-Geleta et al., 2017).

Consiste de cuatro subunidades codificadas en el genoma nuclear
(Kluckova et al., 2013). Dos subunidades del complejo Il anclan al complejo a la
membrana interna mitocondrial, mientras que las otras dos forman el centro

catalitico que se orienta hacia la matriz mitocondrial (Sun et al., 2005).

A diferencia de otros complejos, la succinato deshidrogenasa no bombea
protones al espacio intermembranal (Cecchini, 2003). Sin embargo, sirve como
punto de entrada de electrones a la cadena respiratoria y un sitio de regulacién
del ciclo de Krebs (Schultz y Chan, 2001).

Los inhibidores del complejo Il pueden actuar sobre la regién catalitica
(malonato, &cido 3-nitropropionico) o sobre el sitio de unién a ubiquinona

(atpeninas, tenoiltrifluoroacetona) (Kluckova et al., 2013).
1.3.3.- Complejo lllz (Ubiquinol: citocromo c oxidorreductasa)

El complejo Ill2 mediante el citocromo bci oxida el ubiquinol presente en
la membrana interna mitocondrial, reduciendo al citocromo c hidrosoluble,
acoplado a la translocacion de protones al espacio intermembranal (Hunte
et al., 2003). Es un dimero simétrico compuesto de diez subunidades, de las
cuales solo una esta codificada en el genoma mitocondrial (Garcia-Guerrero
etal., 2018). Solamente tres subunidades pueden transferir electrones, el
citocromo b, que contiene los sitios de unién a quinona (Qp y Qn) y dos grupos
hemo tipo b, el citocromo c1 y la proteina Fe-S de Rieske (Fernandez-Vizarra y
Zeviani, 2018).



El mecanismo de acoplamiento entre la transferencia de electrones y la
translocacion de protones del complejo lll2 se denomina ciclo Q (Mitchell,
1975). El ubiquinol se oxida en el sitio Qp, en el cual los dos electrones
divergen; el primero reduce al citocromo c, mientras que el segundo se
transfiere al sitio Qn, donde reduce una ubiquinona a semiubiquinona (Crofts
et al., 2008). La oxidacion del ubiquinol en el sitio Qp resulta en el paso de dos
protones al espacio intermembranal (Trumpower, 1990). Al oxidar otra molécula
de ubiquinol en el sitio Qp, un electrén reduce a otro citocromo ¢, mientras que
el otro reduce la semiubiquinona a ubiquinol obteniendo dos protones de la
matriz mitocondrial (Schultz y Chan, 2001). Por lo que su estequiometria es de
4H*/2e" (Trumpower, 1990).

Los inhibidores del complejo lll2 pueden actuar sobre; sitio Qp
(antimicina A), el sitio Qn (mixotiazol) o se pueden unir a ambos sitios (2-n-

nonil-4-hidroxiquinolina N-6xido) (Esser et al., 2004).
1.3.4.- Complejo IV (Citocromo c oxidasa)

El complejo IV es la enzima terminal de la cadena de transporte de
electrones, cataliza la transferencia de los electrones del citocromo c al
oxigeno, reduciéndolo a agua, un proceso acoplado al bombeo de protones
(Wikstrom y Sharma, 2018).

En los mamiferos se compone de 13 subunidades, de las cuales, las tres
subunidades cataliticas (I-1ll) se codifican en la mitocondria, el resto son
nucleares y se cree que su funcion es de estabilidad y translocacion de
protones (Kadenbach, 2003). ElI complejo IV tiene cuatro centros redox; un
centro de cobre binucleado Cua localizado en la subunidad I, un centro de
cobre mononucleado Cus y dos grupos hemo, a y as, presentes en la
subunidad I (Schultz y Chan, 2001).

El citocromo c¢ reducido transfiere los electrones al sitio Cua Yy
posteriormente pasan al grupo hemo a y al centro binucleado compuesto del
sitio Cus y el grupo hemo as para reducir oxigeno hasta agua (Shimada et al.,
2017; Zhao et al., 2019).



En total, por cuatro electrones que se transfieren al complejo 1V, ocho
protones se eliminan de la matriz mitocondrial, la mitad se usan para formar
dos moléculas de agua (protones escalares) y los otros cuatro se bombean al
espacio intermembranal, por lo tanto la estequiometria de protones bombeados
es de 2H*/2e" (Wikstrom, 1977).

Los inhibidores del complejo IV como el cianuro, la azida de sodio y el
mondxido de carbono, se unen al centro binucleado constituido por el sitio Cus

y el grupo hemo as (Way et al., 1984).
1.3.5.- Complejo V (ATP-sintasa)

El complejo V cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico usando el potencial electroquimico de protones transmembranal
(Okuno etal., 2011). Puede funcionar en la direcciébn contraria, cuando el
potencial electroquimico es insuficiente; es decir, hidroliza ATP para generar un
gradiente de protones y restaurar el potencial electroquimico (Dittrich et al.,
2003).

Las ATP sintasas se encuentran ampliamente distribuidas en
membranas productoras de energia de bacterias, mitocondrias y cloroplastos
(Hahn etal., 2018). Consisten en un nanomotor con dos segmentos; uno
membranal Fo y uno hidrofilico F1, conectados por el tallo central y el brazo
periférico (Walker, 2013). Las subunidades y, 8 y € de la F1 en conjunto con las
subunidades c de la Fo, conforman el rotor (Yoshida et al., 2001). Por otro lado,
el estator esta compuesto por las subunidades a 'y bzde la Fo y las subunidades
a, By OSCP de la F1 (Yoshida et al., 2001).

El dominio hidrofilico F1 cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi
(Walker, 2013). La Fo estd embebida en la membrana y genera un torque
rotatorio por la translocacibn de protones dirigido por un potencial
electroquimico, que se transmite por el tallo central al dominio F1 (Yoshida
et al., 2001).

El dominio Fo consiste en las subunidades abzcn (n = 10-15 subunidades

c) (Okuno et al., 2011). El paso de protones impulsa la rotacion del oligomérico



de subunidades c, que a su vez esta acoplado a la rotacién de la subunidad y
de la Fi(Fillingame et al., 2002).

En el segmento Fi, las unidades a y B se alternan formando un
hexamero que rodea a la subunidad y (Abrahams et al., 1994). Los centros
cataliticos estan en las interfaces a-f (Abrahams et al., 1994). En condiciones
fisiologicas, la Fo rota la subunidad y en direccion de las manecillas del reloj,
ocasionando el cambio conformacional de las subunidades asfs, que catalizan
la sintesis de ATP (Okuno et al., 2011). La hidrdlisis de ATP induce la rotacion

de la Foen la direccion opuesta (Yoshida et al., 2001).

La sintesis de ATP por el complejo V se basa en el mecanismo de
cambio de afinidad (Boyer, 1997). Consiste en la interconversién ciclica de tres
estados (abierto, entreabierto y cerrado) de los sitios cataliticos de la Fai,

provocado por la rotacion de la Fo (Junge y Nelson, 2015; Walker, 2013).

El inhibidor de la ATP sintasa mas empleado es la oligomicina, que se
una a la interfase de las subunidades a y ¢ del dominio Fo evitando el paso de

protones hacia la matriz mitocondrial (Devenish et al., 2000).
1.3.6.- Componentes alternos de la cadena respiratoria

La cadena respiratoria en plantas (Sweetman et al., 2019), bacterias
(Kalnenieks et al., 2019) y hongos esta ramificada (Veiga et al., 2003). Por
ejemplo, en plantas y hongos, existen NADH:ubiquinona oxidorreductasas,
resistentes a rotenona, que realizan la misma reaccién que el complejo |, sin

translocar protones al espacio intermembranal (Kerscher et al., 1999).

Las NADH deshidrogenasas pueden encontrarse en la cara interna o
externa de la membrana interna mitocondrial (Schwitzguebel y Palmer, 1982).
La funcion de las NADH deshidrogenasas externas es donar electrones del
NADH producido en el citosol a la poza de quinonas (Kerscher et al., 2008), asi
como posibles sistemas de lanzaderas como etanol/acetaldehido (von Jagow y
Klingenberg, 1970). Por otro lado, la oxidacion de NADH por las
deshidrogenasas internas sirve para incrementar la poza de quinol, y regenerar
el NAD*, lo que puede ser benéfico cuando se requiere un crecimiento rapido y

abundante (Kerscher et al., 2008). En algunas levaduras, como S. cerevisiae,



gue carecen de complejo |, es la Unica enzima capaz de donar los electrones

de NADH matricial a la ubiguinona (Blischges et al., 1994).

Los inhibidores clasicos del complejo | no inhiben estas enzimas

alternas, sin embargo, son sensibles a la flavona (de Vries y Grivell, 1988).

Por otro lado, plantas, algunos hongos y protistas poseen, junto con la
via citocromica clasica, una oxidasa alterna (AOX) resistente a cianuro
localizada en la cara interna de la membrana interna mitocondrial, que no esta
acoplada al bombeo de protones (Rogov y Zvyagilskaya, 2015). Esta proteina
esta codificada en el genoma nuclear, cataliza la oxidacion del ubiquinol
reduciendo el oxigeno a agua, liberando calor en el proceso (Vanlerberghe,
2013).

En plantas, la AOX tiene un papel termogénico (Wagner et al., 2008).
Ademas, permite mantener la actividad de la cadena respiratoria con una via
citocromica comprometida (Rogov y Zvyagilskaya, 2015), manteniendo la
actividad del ciclo de Krebs (Vanlerberghe et al., 1997). Ademas, permite evitar
una sobreproduccion de ROS (Maxwell et al., 1999). Algunos inhibidores de la
AOX, son el &cido salicilhidroxamico y el propil galato (Berthold, 1998).

1.3.7.- Mecanismos de desacoplamiento

El paso lento de los electrones por la cadena respiratoria tiene como
consecuencia la produccion de ROS (Turrens, 2003). Con el fin de evitarlo, la
mitocondria mantiene una alta tasa de consumo de oxigeno mediante

mecanismos de desacoplamiento (Guerrero-Castillo et al., 2011).

Ademas de enzimas redox que no translocan protones, el principal
mecanismo de desacoplamiento fisioldgico son los vias de disipacion del

gradiente de protones (Guerrero-Castillo et al., 2011).

Por ejemplo, en los mamiferos y algunas levaduras, las proteinas
desacoplantes (UCPs del inglés Uncoupling proteins) son proteinas
transmembranales que inducen la entrada de protones del espacio
intermembranal hacia la matriz mitocondrial disipando el gradiente

electroquimico (Cadenas, 2018).



Adicionalmente, el poro de transicion de la permeabilidad (PTP), es un
canal de naturaleza proteinica inespecifico, de identidad desconocida,
permeable a diferentes solutos que abate los distintos gradientes
electroquimicos (Bernardi etal.,, 2015; Hunter etal., 1976). Se conocen
distintos efectores del cierre y apertura de este canal, en los mamiferos el Ca?*
abre el PTP, mientras que el ATP y la ciclosporina A lo cierran (Davidson y
Halestrap, 1990). En contraste, en S. cerevisiae, altas concentraciones de
fosfato (Guérin et al., 1994) y Ca?* cierran el PTP (Pérez-Vazquez et al., 2003).

1.4.-Transporte transmembranal

Las membranas celulares son barreras permeables y selectivas, que
permiten mantener un ambiente constante en su interior (Lodish et al., 2000). El
transporte de una molécula a través de una membrana se puede clasificar con
base a diversos criterios: si estda mediado por proteinas, acoplado al
metabolismo, el nUmero de especies involucradas y si involucra transferencia

en la carga neta (Nicholls y Ferguson, 2002) (Figura 2).

El soluto puede translocarse con o sin la participacion de una proteina
transportadora (Henderson, 2018). Cualquiera de estos dos mecanismos puede
ser pasivo; sin embargo, sdélo el mediado por proteinas puede ser acoplado al

metabolismo, como la hidrdlisis de ATP (Henderson, 2018).

Cuando el transporte involucra un solo soluto se le denomina uniporte
(Ruprecht y Kunji, 2020); mientras que el transporte acoplado de dos especies
puede ser en paralelo (simporte), y en direcciones opuestas (antiporte)
(Ruprecht y Kunji, 2020). En caso de que estos mecanismos no ocasionen un
cambio en la carga neta a través de la membrana, se les denomina
electroneutros (Ruprecht y Kuniji, 2020). En caso contrario, el mecanismo es
eléctrico, que puede ser electrogénico (crea un potencial) o electroforético (se
mueve en respuesta a un potencial preexistente) (Nicholls y Ferguson, 2002;
Ruprecht y Kunji, 2020).



A)Transporte mediado por membrana o proteina  B)Transporte pasivo o acoplado a metabolismo

ATP
Mediado por Acoplado a
proteina metabolismo
Mediado por —_— =
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ADP+ Pi

membrana Pasivo

C)Transporte de una especie o flujos acoplados D)Transporte electroneutral o eléctrico
de dos o mas especies

Electroneutro +
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Figura 2. Clasificacion de tipos de transporte transmembranal. A) El transporte
puede ser mediado por la bicapa o por una proteina. B) El transporte puede ser pasivo
0 acoplado por metabolismo. C) El transporte puede ser por una sola espacie
(uniporte), o dos 0 mas especies que puede ser por cotransporte (simporte) o
intercambio (antiporte). D) Estos mecanismos pueden ser electroneutros o eléctricos
(electrogénicos o electroforéticos). Modificado de Nicholls y Ferguson (2002).

1.4.1.- Transporte de iones en la mitocondria

El transporte de los iones Na® y K* a la matriz mitocondrial se
esquematiza en la Figura 3. La membrana externa no es una barrera para el
paso de iones, que son capaces de pasar a través de VDAC (del inglés
Voltage-dependent anion channel) (Krammer etal.,, 2015). EI bombeo de
protones forma el potencial transmembranal, permitiendo el ingreso de K* por
el canal del potasio sensible a ATP (mKartp) o por difusion simple (Garlid y
Paucek, 2003).

El ingreso de K* a la matriz mitocondrial es impulsado por el potencial
transmembranal, ya que su concentracion es similar al del citosol (Laskowski
etal., 2016). La entrada neta de K* se acompafa por hinchamiento
mitocondrial, por lo que el antiportador K*/H* elimina el exceso del ion K* (Garlid
y Paucek, 2003). Este antiportador transporta todos los cationes alcalinos a

tasas similares (Nakashima y Garlid, 1982). En contraste, el intercambiador
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Na*/H* es especifico del ion sodio (Mitchell y Moyle, 1969), pero no se

encuentra en S. cerevisiae (Villalobo et al., 1981).
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Figura 3.- Transporte de cationes monovalentes en la mitocondria. (1) La
membrana externa mitocondrial permite el ingreso de cationes monovalentes. (2) Los
complejos respiratorios bombean protones al espacio intermembranal. (3) Este Ay es
utilizado por el mKare para ingresar K* a la matriz mitocondrial. (4) Asimismo puede
existir una difusion de los iones (4). La actividad del intercambiador K*/H* (5), que
puede transportar otros cationes, y del intercambiador Na*/H*(6) especifico al ion Na*
(ausente en S. cerevisiae), evitan el hinchamiento mitocondrial. Modificado de Garlid y
Paucek (2003).

1.5.- Organismos halé6filos

Los organismos haléfilos requieren concentraciones altas de sales para
crecer. Se encuentran distribuidos en los tres reinos (Bacteria, Eukarya y
Archea) (Kivistdo y Karp, 2011). Se categorizan como halotolerantes
(organismos no haldfilos que pueden crecer en hipersalinidad), asi como ligera,
moderadamente o extremadamente haldéfilos, dependiendo del intervalo de
concentracion donde crecen de manera Optima (Kushner, 1986; Oren, 2013;
Ventosa et al., 1998).

Los haldfilos crecen en condiciones donde se suprime el crecimiento de
otros organismos (Kivisté y Karp, 2011). En organismos no adaptados a
condiciones hiperténicas, se induce un gradiente osmotico, disminuyendo el
agua intracelular, concentrando los componentes citoplasmaticos, lo que
ocasiona la desnaturalizacion de macromoléculas (McGenity y Oren, 2012;
Weinisch et al., 2018) (Figura 4).

11



[NaCl]=0.6 M 1 Presion

osmotica
Na* Na
Na* \.\‘ T [Componentes]
citosol
T I:Na‘k]citos()lica
Desnaturalizacion
N\
Il — <o
l [Hzo]citosélica \L ‘
2
Muerte celular
H.O

2

Figura 4.- Efecto de la hipersalinidad en organismos no haléfilos. Las altas
concentraciones de sales ocasionan mayor presion osmaética, aumentando la entrada
de iones al citosol y la salida de agua. Esto ocasiona un Incremento en la
concentracion de componentes intracelulares y en consecuencia su desnaturalizacion.
Basado en Weinisch et al. (2018).

Las células tienen que mantener isosmolaridad con la concentracién de
sales e incluso ser hiperosmoéticas para mantener el turgor (Oren, 2013).
Existen dos mecanismos de adaptacion a altas concentraciones de sales: salt-
in y salt-out (Figura 5). El primer mecanismo consiste en la acumulacion de altas
concentraciones de iones K* y ClI en el citoplasma (Oren, 2013). Esta
adaptacion permite poca flexibilidad, ya que requiere enzimas y proteinas
adaptadas a hipersalinidad para mantener su actividad y estabilidad (Dennis y
Shimmin, 1997).

Por otro lado, el fendmeno salt-out evita altas concentraciones
intracelulares del cation por medio de transportadores (Oren, 2013). El
equilibrio osmatico se consigue por la sintesis de solutos compatibles (Kempfy
Bremer, 1998); moléculas de bajo peso molecular, altamente solubles en agua

y no tienen efecto inhibitorio a concentraciones molares, lo que permite
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mantener enzimas sin adaptaciones (Oren, 2013). Este mecanismo permite
mayor flexibilidad y que el microorganismo crezca en un mayor intervalo de

concentraciones (Gunde-Cimerman et al., 2018).

Salt-in | Salt-out

Na*
o | NP
Na+Na* T | @
. Proteinas no
b5 T\\ Na* | adaptadas Na*
— -— Na* Na*
OH ™ Na+
[NaCll___ = [KCIl, , | N
i iz Proteinas Glicerol
& adaptadas A
° | Trehalosa
%
HT | T Solutos
K K compatibles
Cl—— CI "
| Balance osmético
[NaCl]=0.6 M | [NaCll=0.6 M

Figura 5.- Mecanismo de adaptacion de organismos haléfilos/halotolerantes. Izquierda:
Salt-in; se equilibra la concentracién de iones del medio con los intercelulares para proporcionar
equilibrio osmdtico, en consecuencia, las proteinas del sistema estan adaptadas a condiciones
hipersalinas. Derecha: Salt-out; transportadores expulsan los iones al medio, a su vez sintetizan
solutos compatibles para mantener balance osmético. Basado en Gunde-Cimerman et al
(2018).

1.6.- Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii es wuna levadura ascomiceta marina
osmotolerante, halotolerante y criotolerante (Aggarwal y Mondal, 2009; Wrent
et al., 2014). Este hongo es de patrticular interés biotecnoldgico porque acumula

lipidos, sintetiza el edulcorante xilitol, se utiliza en la produccion de lacteos y en

el curado de carnes (Breuer y Harms, 2006).
1.7.- Cadena respiratoria de D. hansenii

La cadena respiratoria de la mitocondria de D. hansenii posee cuatro

complejos respiratorios clasicos (I, Il, lll2 y IV) (Figura 6) (Cabrera-Orefice et al.,
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2014a). Los complejos I, lll2 y IV de D. hansenii, ademas de estar en forma
individual, pueden asociarse en supercomplejos, mientras que la ATP-sintasa

se encuentra en forma monomérica y dimérica (Cabrera-Orefice et al., 2014a).

Adicionalmente, tiene dos oxidorreductasas en la cara externa de la
membrana interna mitocondrial; una NADH deshidrogenasa alterna (NDH2e) y
una glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial (GPDH) (Cabrera-Orefice
et al., 2014a). Asimismo, tiene una ubiquinol oxidasa constitutiva insensible a
cianuro y activada por AMP, que tiene una expresion maxima en la fase
estacionaria (Cabrera-Orefice et al.,, 2014a). Esta oxidasa es necesaria para
mantener la funcion mitocondrial en condiciones de estrés (Garcia-Neto et al.,
2017). Como el complejo 1l, las deshidrogenasas externas y la oxidasa alterna
no bombean protones al espacio intermembranal (Kerscher etal., 2008;
Vanlerberghe, 2013) y no se asocian en supercomplejos (Cabrera-Orefice
et al., 2014a).

NADH NAD* glicerol-P  pHAP @
Espacio \/ \/ * ps

intermembranal > 3

NDH2e GPDH

-‘---.\-..-) \l..'.\...‘.--‘..)l
LT D@L

NADH Fumarato

Matriz Succinato

Figura 6.- Composicién de la cadena respiratoria de D. hansenii. Consiste en los
complejos respiratorios clasicos (I, Il, 1ll; y 1V), mas NADH deshidrogenasa alterna en
la cara externa de la membrana interna (NDH2e), una glicerol fosfato deshidrogenasa
y una oxidasa alterna (AOX). Modificado de Cabrera-Orefice et al. (2014).

Como en los mamiferos y en S. cerevisiae, las mitocondrias de D.
hansenii experimentan la transicion de la permeabilidad (Cabrera-Orefice et al.,
2010). Este proceso consiste en la apertura de un canal que disipa los
gradientes electroquimicos en la mitocondria (Bernardi et al., 2015). EI PTP de
D. hansenii es sensible a las concentraciones de fosfato; ademas, su apertura

se inhibe con cationes divalentes (Mg?* y Ca?*) y con monovalentes (Na*y K*)
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(Cabrera-Orefice etal.,, 2010). A pesar de no conocer la identidad de las
proteinas que componen el PTP, se considera que su apertura y cierre es un

sistema de desacoplamiento fisioldgico (Guerrero-Castillo et al., 2011)

Durante la fase estacionaria, el consumo de oxigeno y el control
respiratorio dependiente de complejo | disminuye, este fendmeno se atribuye a
una menor concentracion de NAD* en la matriz mitocondrial y se ha
interpretado como otro mecanismo de desacoplamiento fisiolégico (Cabrera-
Orefice et al., 2014b).

1.8.- Efecto de cultivo de D. hansenii con cationes monovalentes

Cuando D. hansenii es cultivada en altas concentraciones de sal se
incrementa su crecimiento (Figura 7) (Almagro etal., 2000; Gonzalez-
Hernandez et al., 2005). En estas condiciones aumenta la sintesis de sustratos
compatibles, como el glicerol, arabitol y trehalosa, sustancias altamente
solubles que permiten mantener el balance osmatico sin afectar el metabolismo
(Adler y Gustafsson, 1980; Gonzalez-Hernandez et al., 2005; Gustafsson y
Norkrans, 1976; Jadhav et al., 2018; Larsson y Gustafsson, 1987). Asimismo,
las vacuolas de D. hansenii, permiten almacenar Na* y mantener las

concentraciones citosolicas de K*(Herrera et al., 2017).

D. hansenii al ser cultivada en presencia de 0.6 M NaCl o KClI, las
concentraciones intracelulares de estos cationes son 143 y 176 mM,
respectivamente (Gonzalez-Hernandez etal., 2004). En comparacion, en
condiciones fisioldgicas la concentracion de Na* en el citoplasma S. cerevisiae
es de 20 mM y de K* es de 300 mM (Olz et al., 1993). Se ha especulado que el
mecanismo de transporte de los iones K* o Na* dependen de una ATPasa que
funciona como bomba de protones, de un intercambiador K*/H* y de un sistema
de intercambio cation/cation (Thomé-Ortiz et al.,, 1998). En estas mismas
condiciones, incrementan el metabolismo aerobio y, en menor medida, la

glucolisis y la fermentacion (Calahorra et al., 2009; Sanchez et al., 2008).
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Figura 7.- Efecto de cultivar a D. hansenii en altas concentraciones de sales. (1)
Aumenta la tasa de crecimiento (Almagro et al., 2000). (2) Los cationes monovalentes
se acumulan en el citosol (Gonzalez-Hernandez et al., 2004). (3) Almacén de cationes
en la vacuola (Herrera et al., 2017). (4) La sintesis de solutos compatibles como
glicerol y trehalosa incrementa (Gonzéalez-Hernandez et al., 2005). (5) La glucdlisis y la
fermentacion es mayor (Calahorra et al., 2009). (6) Incrementa el consumo de oxigeno
(Sanchez et al., 2008). (7) Transportadores propuestos responsables de mantener la
concentracion de cationes en el citosol (ATPasa de protones, antiportador K*/H* y
antiportador K*/Na*)(Thomé-Ortiz etal.,, 1998). G1P (Glucosa-1-fofato), F1,6-BP
(Fructosa 1,6-bifosfato), DHAP (Dihidroxiacetona fosfato), G3P (Glicerol-3-fosfato) y
GAS3P (Gliceraldehido-3-fosfato).

1.9.- Cationes monovalentes

Los metales alcalinos son ubicuos en la naturaleza, en términos de
abundancia Li*, Rb* y Cs* son mucho menos abundantes e importantes. Fr*, es
un elemento traza radioactivo (Kim et al., 2016). Todos estos elementos son
metales con una configuracién electronica ns! y, consecuentemente, soélo

ocurren en la naturaleza como cationes monovalentes (Sigel et al., 2016).
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En los sistemas bioldgicos, los iones estan comunmente involucrados en
procesos osmaoticos y balances electroliticos (Kim et al.,, 2016). En fluidos
bioldgicos estos iones se encuentran como especies completamente hidratadas
(Kim et al., 2016), es decir moléculas de agua se unen a iones metalicos por
enlaces ion-dipolo de caracter electrostatico, lo que aumenta el radio del ion
(Israelachvili, 2011; Persson, 2010). Los iones mas pequefos tienen un radio
hidratado mayor debido a que su campo eléctrico es mas intenso (Israelachuvili,
2011). El tamafio del ion sodio hidratado es méas grande que del ion potasio, a
pesar de que el ion sodio (1.0 A) es méas pequefio que el potasio (2.8 A)
(Israelachvili, 2011). Esta propiedad permite a los trasportadores discriminar
entre los diferentes iones (Kandori et al., 2018); por ejemplo, el ion K* requiere
ser deshidratado por su transportador para poder ser translocado a través de la
membrana (Zhou et al., 2001), a diferencia de los transportadores de Na* que

requieren que el ion esté hidratado (Kuhlbrandt, 2016).

Los iones Na* y K* también pueden actuar como cofactores o efectores
alostéricos de diferentes enzimas, al estabilizar intermediarios cataliticos o

posicionar sustratos (Vasak y Schnabl, 2016).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En altas concentraciones extracelulares de KCI o NaCl el crecimiento, el
metabolismo aerobio y, en menor medida, la fermentacién de D. hansenii se
incrementan (Sanchez et al. 2008; Sanchez et al. 2006; Garcia-Neto et al.
2017). La halotolerancia de esta levadura se puede atribuir, parcialmente, a sus
transportadores de cationes monovalentes (Thomé-Ortiz et al. 1998) y a la

sintesis de sustratos compatibles (Prista et al., 2005).

La concentracion de sodio en el citosol de la levadura incrementa de 10
mM al rango de 100 mM cuando se cultiva en altas concentraciones de NaCl
(0.6-1 M) (Gonzélez-Hernandez et al. 2004). Por consiguiente, tanto las
proteinas como los organelos de la levadura tienen que soportar estas

concentraciones de cationes monovalentes.

Como una levadura aerobia obligada, la mayor parte del ATP sintetizado
por D. hansenii proviene de la fosforilacion oxidativa (Pfeiffer y Morley, 2014).
Por lo que se ha propuesto que su mitocondria esta optimizada para funcionar
en altas concentraciones de sales (Cabrera-Orefice et al., 2010; Sanchez et al.,
2006). Por ejemplo, previamente se reporté que en las mitocondrias de D.
hansenii, los iones Na*y K* cierran el poro de transicion de la permeabilidad
(Cabrera-Orefice et al., 2010). Asimismo, estos cationes incrementan el control
respiratorio, el potencial transmembranal y la sintesis de ATP (Cabrera-Orefice
et al., 2010). Debido a que las concentraciones del ion K* son similares en el
citosol y en la matriz mitocondrial (Laskowski etal., 2016), y a las altas
concentraciones de Na* intracelular, las proteinas que componen la cadena
respiratoria de D. hansenii posiblemente estdn constantemente expuestas a

altas concentraciones de estos cationes monovalentes.

Con base en la importancia del control ejercido por los cationes
monovalentes sobre el metabolismo aerobio de D. hansenii, existe la
posibilidad que los cationes monovalentes afecten de manera directa la
eficiencia de los complejos respiratorios como un mecanismo de optimizacion
del crecimiento celular. Por lo tanto, decidimos analizar el efecto de los
cationes monovalentes sobre la respiracion y sobre cada uno de los complejos

respiratorios de D. hansenii.
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3. HIPOTESIS

Los cationes monovalentes estimulan la fosforilaciéon oxidativa de D.
hansenii al aumentar la eficiencia de uno o varios componentes de su cadena

respiratoria.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si los cationes monovalentes estimulan la actividad y
eficiencia de uno o varios componentes de la fosforilacion oxidativa de D.

hansenii.
Objetivos especificos

e Determinar el efecto de los cationes monovalentes sobre los complejos
proteicos involucrados en el consumo de oxigeno acoplado de
mitocondrias de D. hansenii

e Evaluar la actividad enzimética de cada uno de los complejos respiratorios
mitocondriales en membranas de mitocondrias de D. hansenii en

presencia de cationes monovalentes.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.- Cepa empleada

Se utilizé la cepa Y7426 de Debaryomyces hansenii (Departamento de
Agricultura US). La cepa fue mantenida en cajas de medio de cultivo Na-YPGal
(extracto de levadura 1%, peptona 2%, galactosa 2%, NaCl 1 M y bacto-agar
2%).

5.2.- Condiciones de cultivo

Las levaduras se cultivaron de la siguiente manera: una colonia de
levadura se inocul6 en 100 mL de medio Na-YPD (extracto de levadura 1%,
peptona 2%, glucosa 2%, NaCl 0.6 M) en 3 matraces ranurados
independientes. El medio se suplementé con 50 pyL/L de antiespumante. Los
matraces se incubaron en un agitador orbital a 200 rpm por 48 h a 28°C.
Posteriormente, cada precultivo fue usado para inocular 750 mL de medio
fresco en matraces ranurados. Se continué la incubacién por 24 horas bajo las

mismas condiciones.
5.3.- Aislamiento de mitocondrias

Las levaduras fueron cosechadas y lavadas por centrifugacién (4000 xg
por 5 minutos) y suspendidas en agua destilada. Después del tercer lavado, el
paquete celular se suspendié en una solucion compuesta de sorbitol 1 M,
maleato 10 mM, albimina de suero bovino 0.2%, pH 6.8 (Tris) a 4°C. Las
células se vaciaron en una camara de bead-beater de 300 mL con un volumen
del 70% de perlas de vidrio de 0.5 mm de didmetro. El contenedor se introdujo
a una camisa con hielo y las células se rompieron mecéanicamente en frio, al
aplicar cuatro pulsos de 20 segundos con intervalos de reposo de 2 minutos

entre cada uno.

Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion diferencial. El
homogeneizado se centrifugd a 3000 xg por 5 min, posteriormente el
sobrenadante se recupero y centrifugd a 17 500 xg durante 15 min. El paquete
obtenido se suspendié en la solucion con albumina usando un pincel y se
centrifugd nuevamente a 3000xg por 5 min y el sobrenadante se centrifugé a

17 500 xg por 15 min. El paguete de mitocondrias se suspendié en medio sin
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albumina y se mantuvo a 4°C durante la cuantificaciéon de proteina y todos los

ensayos.
5.4.- Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina se determind por el método de biuret
(Gornall et al., 1949) en un espectrofotometro Beckman DU-50 a 540 nm. A 2
mL del reactivo de biuret se le adicion6 125 pL de desoxicolato de sodio 5%,
350 pL de agua destilada y 25 pyL de la muestra.

5.5.- Consumo de oxigeno y acoplamiento respiratorio

Para evaluar la calidad de la preparacion de mitocondrias se determiné
su control respiratorio (CR) mitocondrial. Este parametro es el cociente entre la
velocidad del consumo mitocondrial de oxigeno en estado fosforilante (estado
[ll, con un sustrato oxidable y ADP) y velocidad del consumo de oxigeno en
reposo (estado IV, con sustrato oxidable y sin ADP). Una preparacion se

consider6 adecuada si el valor del CR era superior a 1.8.

El consumo de oxigeno se determiné usando un electrodo tipo Clark
conectado a un oximetro (Strathkelvin Instruments 782) acoplado a una
computadora para la adquisicién de datos y calculo de la pendiente. La camara
de reaccion (1 mL) se mantuvo a 30°C y en agitacion por una barra magnética.
Se utiliz6 como medio de respiracion sorbitol 1 M, maleato 10 mM pH 6.8 (Tris).
Para evaluar el CR en condiciones oOptimas se adicionaron los efectores:
fosfato inorganico (10 mM), MgCl2 (1 mM) y KCI (75 mM) usando piruvato-
malato como sustratos (10 mM de cada uno). Para inducir el estado Il se
adicion6 ADP a una concentracién final de 500 puM. La concentracion de

mitocondrias empleadas fue de 0.5 mg/mL.

Para evaluar el efecto de los iones monovalentes se omitio el uso de
MgClz2 y KCI, adicionando la sal del cation monovalente (K*, Na*, Li* o Rb*) a
100 mM de concentracién final. La concentracion de fosfato, asi como los
inhibidores y sustratos empleados en cada ensayo se indican en los pies de las

tablas correspondientes.
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5.6.- Potencial transmembranal

El potencial transmembranal se determind con el colorante catidnico
safranina (Safranina-O). La molécula de safranina interactlia con la mitocondria
cuando ésta genera un potencial transmembranal (Ay), ocasionando un
cambio en su color (Akerman & Wikstrém, 1976). Los cambios de absorbancia
se determinan en un espectrofotometro de doble haz (Aminco DW 2000) en
modo dual a 511- 533 nm a temperatura ambiente. Al generar el potencial

transmembranal la diferencia de absorbancia se incrementa.

El potencial transmembranal obtuvo su valor méaximo usando 10 mM de
fosfato inorganico (PTP cerrado). En esta condicion se adicionaron los
diferentes iones monovalentes (K*, Na*, Li* o Rb*) a 100 mM. En todos los
casos se utilizé safranina-O 10 uM en una celda de reaccién de 2 mL y como
sustrato piruvato-malato 10 mM. Para abatir el potencial transmembranal se
utilizé p-clorocarbonilcianurofenilhidrazona (CCCP) a 5 uM.

5.7.- Actividades enzimaticas de los complejos respiratorios

Las actividades enzimaticas se evaluaron como se describié (Spinazzi
et al.,, 2012; Uribe et al., 1985), usando las distintas concentraciones de los
iones monovalentes. En todos los casos el medio de reaccion fue Tris-HCI 50
mM pH 7.5, la concentracion de mitocondrias usada fue 0.1 mg/mL y se
evaluaron los diferentes cationes monovalentes (K*, Na*, Li* o Rb*) a 100 mM.
Los cambios de absorbancia se determinaron en un espectrofotometro de
doble haz (Aminco DW 2000).

5.7.1.- Actividad NADH:citocromo c reductasa

Se determind la reduccion del citocromo ¢ (30 uM) a 540 nm, empleando
como sustrato NADH (25 pM). Se adiciono flavona 500 pM y NaCN 100 pM
para inhibir la NADH deshidrogenasa alterna y el complejo 1V, respectivamente.

El coeficiente de extincidon del citocromo ¢ es 18.5 mM1cm™.

5.7.2.- Actividad NADH deshidrogenasa

Se determindé siguiendo la reduccién de 2,6-diclorofenolindofenol
(DCPIP) (80 puM) a 600 nm usando como sustrato NADH (25 uM). Se adicioné
flavona 500 pM y NaCN 100 puM para inhibir la NADH deshidrogenasa alterna y
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el complejo IV, respectivamente. El coeficiente de extincion del DCPIP es 19.1

mM-1cmi,
5.7.3.- Actividad citocromo c oxidasa

Se evalud la oxidacién del citocromo c reducido con ditionita (30 uM). Se
adicion6 antimicina A (5 uM) para inhibir el complejo lll2. El coeficiente de

extincion del citocromo ¢ es 18.5 mM1cm.
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6. RESULTADOS

Para aislar las mitocondrias se hicieron algunas modificaciones a partir
del método previamente descrito (Cabrera-Orefice et al., 2010). Para obtener
mayor cantidad de biomasa se emplearon matraces ranurados para oxigenar
mejor el cultivo. Asimismo, se obtuvo mayor biomasa con medio Na-YPD (55 *
5 g peso humedo/3 L) en lugar de Na-YPLac (40 + 5 g peso humedo/3 L). La
mayor biomasa del medio con glucosa permitio la obtencion de mitocondrias
con mayor acoplamiento (CR = 2 + 0.2) en comparacion con las levaduras
cultivadas en medio con lactato (CR = 1.4 + 0.2).

6.1.- Efectos de diferentes cationes monovalentes sobre el consumo de

oxigeno de mitocondrias aisladas de D. hansenii

Se determing el efecto de los diferentes cationes monovalentes sobre el
consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de las levaduras de D. hansenii
cosechadas en la fase logaritmica. La concentracion utilizada de las sales (100
mM) se basoé en la cantidad de potasio y sodio presentes en el citoplasma de
D. hansenii cultivada en altas concentraciones salinas (0.6 o 1 M) (Gonzélez-
Hernandez et al., 2004).

Se evaluod si los iones Li* y Rb* tienen el mismo efecto que el Na* y K*
sobre el consumo de oxigeno, tanto en el estado Il como el estado IV (Tabla
1). Como sustrato respiratorio se emple6 piruvato-malato (10 mM de cada uno),
con el cual se obtiene un mayor consumo de oxigeno y control respiratorio en
mitocondrias de D. hansenii (Cabrera-Orefice et al., 2010). Este substrato es
oxidado por las deshidrogenasas de la matriz mitocondrial para producir NADH,

gue es posteriormente oxidado por el complejo | (Pesta y Gnaiger, 2012).

Los ensayos se realizaron a baja concentracion de fosfato (0.1 mM),
donde el PTP se encuentra abierto. Cuando no se empled ningun catién
monovalente, el consumo de oxigeno no se incremento al adicionar el ADP (CR
= 0.91 £ 0.26). Esto se debe a que los protones bombeados por los complejos
respiratorios hacia el espacio intermembranal pueden reingresar a la matriz
mitocondrial a través del PTP abierto, evitando la formacién del gradiente

electroquimico para la sintesis de ATP.
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Por otro lado, los iones K"y Rb* incrementaron el acoplamiento de las
mitocondrias en una condicion de bajo fosfato (CR = 1.47 £ 0.074y 1.7 + 0.1,
respectivamente), debido a un aumento del consumo de oxigeno en el estado
[ll. Lo anterior indica que estos dos iones parecen propiciar el cierre del PTP
para formar el gradiente electroquimico. En contraste, los iones Li* y Na* no
tuvieron efecto sobre el consumo de oxigeno, y en consecuencia sobre el
control respiratorio (CR =1.02 + 0.181 y 0.949 + 0.17, respectivamente).

Tabla 1.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre el consumo de oxigeno y

control respiratorio (CI + Clll; + CIV) de mitocondrias aisladas de Debaryomyces
hansenii cuando el PTP esta abierto.

Consumo de oxigeno (natgO/mg prot*min)

Estado IV Estado Il CR
Pi0.1 mM 1432 +2.94 13.08 + 0.96 0.91+0.26
+ LiCl 100 mM 25.73+25 26.26 £ 7.34 1.02+0.181
+ NaCl 100 mM 29 +13 27.54 +£10.61 0.95+0.17
+ KCI| 100 mM 30.52 + 6.58 45.18 +11.76* 1.47 + 0.074*
+ RbCl| 100 mM 35.68 £ 6.33* 61.28 + 13.2* 1.71+0.1*

Medio de reaccion: sorbitol (1 M), maleato (10 mM) pH 6.8 (Tris), fosfato (Pi) 0.1 mMy
piruvato-malato (10 mM) como sustrato. El control respiratorio es el cociente entre los
estados Ill/IV. El estado Ill se indujo al adicionar ADP (500 uM). Concentracion de
mitocondrias 0.5 mg/mL. n= 3. Los datos se expresan como el promedio + DS. ANOVA
de una sola via (Prueba de multiples comparaciones de Tukey). * p< 0.05 comparado
con el control.

El aumento del control respiratorio por K* pero no por Na*, se
contrapone con lo reportado previamente donde se indica que ambos iones
ocasionan el cierre del PTP (Cabrera-Orefice et al., 2010). En las condiciones
ensayadas, a bajas concentraciones de fosfato (0.1 mM), los iones K*y Rb*

incrementaron el control respiratorio en las mitocondrias de D. hansenii.

Debido a que el incremento del consumo de oxigeno parece deberse a
un efecto sobre el PTP, para evaluar el efecto especifico de cada uno de los
cationes monovalentes sobre los componentes de la cadena respiratoria se
cambio la concentracion de fosfato de 0.1 mM, donde el PTP esta abierto, a 10
mM, en la cual el PTP permanece cerrado (Cabrera-Orefice et al., 2010). En
estas condiciones, en ausencia de cationes monovalentes, la tasa de consumo
de oxigeno increment6 tanto en estado IV como en estado Il con respecto a
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bajas concentraciones de fosfato (Tabla 2). Asimismo, el control respiratorio
aumento (0.91 + 0.26 a 2.31 £ 0.44), lo que refleja que el PTP esta cerrado.

La adicién de Na* y Li* increment6 el consumo de oxigeno en el estado
[ll, mientras que el estado IV fue similar al control de fosfato, lo que se refleja
en un incremento en el CR. Por otro lado, la presencia de K*y Rb* incrementa
el consumo de oxigeno en el estado Ill como en el IV. Sin embargo, la
proporcion del incremento es similar en ambos estados con respecto al control
(75% y 95% del K* y Rb*, respectivamente), por lo que el control respiratorio no
cambio.
Tabla 2.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre el consumo de oxigeno y

control respiratorio (CI + Clll; + CIV) de mitocondrias aisladas de Debaryomyces
hansenii cuando el PTP est& cerrado.

Consumo de oxigeno (natgO/mg prot*min)

Estado IV Estado |l CR
Pi 10 mM 64.06 + 11.75 145.39 + 18 2.31+0.44
+ LiCl 100 mM 69.86 + 5.8 185.86 + 5.4 * 267x03*
+ NaCl 100 mM 61.4+£5.15 189.4 £13.42* 3.09+0.28*
+ KCI 100 mM 112.66 +4.38 * 255.33+£19.63* 2.27 £0.23
+ RbCl 100 mM 125+11.29* 285+ 15.23* 2.28+0.14

Medio de reaccion: sorbitol 1 M, maleato 10 mM pH 6.8 (Tris), fosfato (Pi) 10 mM y
piruvato-malato 10 mM como sustrato. El control respiratorio es el cociente entre los
estados Ill/1V. El estado Il se indujo al adicionar ADP (500 pM). Concentracion de
mitocondrias 0.5 mg/mL. n= 3. Los datos se expresan como el promedio + DS.
ANOVA de una sola via (Prueba de multiples comparaciones de Tukey). * p< 0.05
comparado con el control.
A altas concentraciones de fosfato, donde el PTP est& cerrado, los iones
K* y Rb* incrementaron el consumo de oxigeno sin haber aumentado el control
respiratorio. Lo que parece indicar que el incremento del consumo de oxigeno
es independiente del PTP. Similar al ensayo en concentraciones bajas de

fosfato, el efecto Na* es diferente al del K*.

6.2.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre el potencial de

membrana mitocondrial

Con el fin de descartar que el efecto sobre el consumo de oxigeno por

los diferentes cationes monovalentes se deba al menor potencial de

26



membrana, se determind si este parametro se modifica por la adicién de las
sales usando safranina-O como indicador. La safranina interactia con la
mitocondria cuando ésta genera un potencial transmembranal (Ay), lo que
ocasiona un cambio en espectro de absorcion (Akerman & Wikstrom, 1976).
Para abatir el potencial formado se emplea el protonéforo CCCP.

Todos los ensayos se realizaron en las mismas condiciones que el
consumo de oxigeno (Pi 10 mM, piruvato-malato 10 mM). A esta concentracion
de fosfato el PTP esta cerrado, por lo que el potencial transmembranal se
mantuvo estable (Figura 8). La adicion de los iones K* y Rb*, no tuvo efecto
sobre el potencial transmembranal con respecto al control de fosfato (10 mM)

(Figura 8). En contraste los iones Na*y Li* abatieron parcialmente el potencial

transmembranal.
0.55- CCCP
— Pi10 mM
@© 0.504 —_ ;
8 £ + LiCI 100 mM
Eg — +NaCl 100 mM
§ Y 0.45- — +KCI 100 mM
= M + RbCI 100 mM

<5 }

0.40-

0 100 200 300
Tiempo (s)

Figura 8.- Efecto de los iones monovalentes sobre el potencial transmembranal
de mitocondrias aisladas de D. hansenii. El sustrato empleado fue piruvato-malato
(10 mM). Mezcla de reaccién: Sorbitol (1 M), maleato (10 mM) pH 6.8 (Tris), fosfato
(Pi) 10 mM, safranina-O (10 uM). Temperatura ambiente. Volumen final 2 mL. Donde
se indica mitocondrias (M) (0.5 mg/mL) o CCCP (5 uM), fueron adicionados.

A pesar de que el potencial transmembranal fue menor con la adicion de
Li* y Na*, el incremento del consumo de oxigeno se observd por los cationes
monovalentes que mantuvieron el potencial transmembranal (K*y Rb*). Por lo
tanto, en conjunto con los datos de consumo de oxigeno, se puede descartar el

efecto del PTP sobre la activacion observada.

6.3.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre la actividad de
Complejo | o NADH-Ubiquinona 6xido-reductasa
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En los ensayos de consumo de oxigeno se utiliz6 como sustrato
respiratorio al piruvato-malato, que son oxidados en la matriz mitocondria por
deshidrogenasas, reduciendo NAD* a NADH, que es posteriormente oxidado
por el complejo I. Por lo tanto, para corroborar el incremento del consumo de

oxigeno se evaluo la actividad del complejo | en membranas de mitocondrias.

Primeramente, se evalu6 la actividad de NADH:citocromo ¢ reductasa
(Cl + Clll2). Se empled NADH como sustrato, que dona por medio del complejo
| sus electrones a la poza de quinonas y, posteriormente por medio del
complejo lll2, al citocromo c. Se utilizé flavona para inhibir la deshidrogenasa

alterna, asi como cianuro para bloquear el paso de electrones al complejo V.

No hubo un aumento en la actividad NADH: citocromo c¢ reductasa por la
adicidon de los diferentes cationes monovalentes (Figura 9). Incluso se registré

una inhibicién leve de la actividad por K*y Rb*.
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Figura 9.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre la actividad
NADH:citocromo c reductasa (CI-Clll;). Medio de reaccién: Tris-HCI (50 mM) pH 7.5.
Sustrato NADH (25 pM) y citocromo c¢ (30 pM). Concentracibn de membranas
mitocondriales 0.1 mg/mL. Se adicioné flavona (500 uM) y cianuro (100 pM) para
inhibir la NADH deshidrogenasa alterna y el complejo IV, respectivamente.
Concentracion de sales 100 mM. n = 3. Los datos se expresan como el promedio *
DS. ANOVA de una sola via (Prueba de multiples comparaciones de Tukey).* p< 0.05
comparado con el control sin sal.

La actividad NADH:citocromo ¢ reductasa comprende las actividades

tanto del complejo | y el complejo lll2, por lo que la activacion del complejo |
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podria ser limitada por un efecto sobre el complejo lll2. Por lo tanto, para
evaluar individualmente el complejo |, se determino su actividad en membranas
de mitocondrias. Nuevamente se empleé NADH como sustrato, asi como
flavona y cianuro como inhibidores. Sin embargo, en lugar de citocromo c se
utiliz6 al DCPIP como aceptor de electrones. Similar a la actividad
NADH:citocromo c¢ reductasa, ningun cation monovalente tuvo efecto activador

sobre la actividad individual del complejo | (Figura 10).
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Figura 10.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre la actividad NADH
deshidrogenasa del complejo | usando NADH como sustrato. Medio de reaccion:
Tris-HCI (50 mM) pH 7.5, DCPIP (80 uM). Sustrato NADH (25 uM). Concentracién de
membranas mitocondriales 0.1 mg/mL. Se adicioné flavona (500 uM) y cianuro (100
M) para inhibir la NADH deshidrogenasa alterna y el complejo 1V, respectivamente.
Concentraciéon de sales 100 mM. n = 3. ANOVA de una sola via (Prueba de multiples
comparaciones de Tukey).* p< 0.05 comparado con el control.

A pesar de que se observé un incremento del consumo de oxigeno por
cationes monovalentes usando piruvato-malato, no se aprecié un incremento
de la actividad enzimatica del complejo | usando NADH como sustrato. Por lo
tanto, se reemplaz6 el NADH por piruvato-malato como sustrato para
determinar la actividad del complejo | e indirectamente el efecto de los cationes
monovalentes sobre algunas deshidrogenasas productoras de NADH del ciclo
de Krebs. Como se utiliz6 membranas mitocondriales, se adiciond6 NAD* al

medio de reaccion para evitar que fuera una limitante.

Al usar el mismo sustrato en el consumo de oxigeno se observé una
ligera disminucion de la actividad NADH deshidrogenasa (Figura 11). Por lo

tanto, la actividad del complejo | no se ve incrementada por los cationes
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monovalentes al adicionar NADH directamente u obtenerlo a partir de las

deshidrogenasas del ciclo de Krebs.

nmol min™! mg prot'1
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Figura 11.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre la actividad NADH
deshidrogenasa del complejo | usando piruvato-malato como sustrato. Medio de
reacciéon: Tris-HCI (50 mM) pH 7.5, DCPIP (80 uM) y NAD* (200 uM). Sustrato
piruvato-malato (625 pM). Concentracion de membranas mitocondriales 0.1 mg/mL. Se
adicion6 flavona (500 puM) y cianuro (100 uM) para inhibir la NADH deshidrogenasa
alterna y el complejo IV, respectivamente. Concentracion de sales 100 mM. n = 3. Los
datos se expresan como el promedio + DS ANOVA de una sola via (Prueba de
multiples comparaciones de Tukey). * p< 0.05 comparado con el control.

6.4.- Efectos de cationes monovalentes sobre el complejo Il, succinato-

ubiguinona éxido-reductasa

Aparentemente, el incremento parece no ser atribuible al complejo I. Por
lo que el efecto activador observado por K* y Rb*, usando piruvato-malato
como sustrato, podria ser a nivel del complejo lll2 o IV. Como tanto el complejo
I y el complejo Il donan los electrones a la poza de quinonas, si la activacion
fuera a nivel de los complejos lll2 0 IV se mantendria sin importar el origen de

los electrones.

Por esta razon, se cuantifico el consumo de oxigeno utilizando
succinato, el sustrato del complejo Il. Se adicion6 rotenona, para inhibir al
complejo | y evitar la transferencia de electrones en sentido contrario (Hirst y
Roessler, 2016). A diferencia de lo observado al usar un sustrato del complejo
I, cualquiera de las sales empleadas ocasiono una inhibicion en el consumo de
oxigeno (70-80%)), tanto en el estado Il como el IV (Tabla 3), con respecto al

control sin cationes monovalentes.
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Tabla 3.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre el consumo de oxigeno y
control respiratorio (Cll + Clll; + CIV) de mitocondrias aisladas de Debaryomyces
hansenii

Consumo de oxigeno (natgO/mg prot*min)

Estado IV Estado Il CR
Pi 10 mM 250.26 + 33 292.93 £ 40.93 1.16 £ 0.01
+ LiCl 100 mM 69.46 + 24.29 * 76.13+31.41* 1.08 +0.13
+ NaCl 100 mM 504+7* 57.06 £+11.17 * 1.12 £ 0.07
+ KCIl 100 mM 76.66 £ 17.25 * 84.66 + 20.86 * 1.1 +0.09
+ RbCI 100 mM 72 +14.23* 93.33+34.2* 1.24 +0.18

Medio de reaccion: sorbitol (1 M), maleato (10 mM) pH 6.8 (Tris), fosfato (Pi) 10 mM
succinato (5 mM) como sustrato. Se adiciond rotenona (50 uM) para inhibir el
complejo I. El control respiratorio es el cociente entre los estados IlI/IV. El estado Il
se indujo al adicionar ADP (500 uM). Concentracién de mitocondrias 0.5 mg/mL. n =
3. Los datos se expresan como el promedio + DS. ANOVA de una sola via (Prueba
de multiples comparaciones de Tukey).* p< 0.05 comparado con el control.

Por lo tanto, los cationes monovalentes inhibieron el consumo de
oxigeno dependiente del complejo Il. Al usar succinato se obtuvo un efecto
contrario con lo obtenido al usar piruvato-malato. Por lo tanto, no se puede
descartar que el fenédmeno de activacion pueda ocurrir a nivel de los complejos

2 0 IV.

6.5.- Efectos de cationes monovalentes sobre el complejo 1V, citocromo ¢

oxidasa

Para evaluar especificamente el efecto de los cationes monovalentes
sobre el complejo 1V, se cuantificd exclusivamente el consumo de oxigeno por
el complejo IV. Como sustrato respiratorio se utilizé TMPD, que en presencia
de ascorbato, puede donar electrones al citocromo c, que es posteriormente
oxidado por el complejo IV. Se adicion6 antimicina A para inhibir al complejo
[l2.

Los diferentes cationes monovalentes no ocasionaron ninguna diferencia
en la tasa de consumo de oxigeno (Tabla 4). Para confirmar lo anterior, se
evalu6é la actividad citocromo c oxidasa en membranas de mitocondria,
midiendo la oxidacién del citocromo c. Similar al consumo de oxigeno, no se

aprecio una diferencia en la actividad enzimatica del complejo IV (Figura 12).
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Basado en lo anterior, los cationes monovalentes no tiene efecto sobre la

actividad del complejo IV.

Tabla 4.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre el consumo de oxigeno y
control respiratorio (CIV) de mitocondrias aisladas de Debaryomyces hansenii

Consumo de oxigeno (natgO/mg prot*min)

Estado IV Estado Il CR
Pi 10 mM 254.93 £ 24.9 252.26+40.64 0.98 + 0.06
+ LiCl 100 mM 311.6 £40.32 336.93 £ 70.87 1.07 £ 0.092
+ NaCl 100 mM 279.73 £5.46 291.73 £ 10.63 1.04 £ 0.058
+ KCI 100 mM 314.4+25.2 367.73+44.4 1.18 +0.23
+ RbCI 100 mM 316.8 £10.82 318.13+6 0.995 + 0.062

Medio de reaccion: sorbitol (1 M), maleato (10 mM) pH 6.8 (Tris), fosfato (Pi) 10 mM y
TMPD (0.1 mM) mas ascorbato (0.4 mM) como sustrato. Se adicion6 antimicina A (5
UM) para inhibir el complejo lll.. El control respiratorio es el cociente entre los estados
[I/1V. El estado Ill se indujo al adicionar ADP (500 pM). Concentracién de mitocondrias
0.5 mg/mL. n = 3. Los datos se expresan como el promedio + DS. ANOVA de una sola
via (Prueba de mudltiples comparaciones de Tukey).* p< 0.05 comparado con el
control.
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Figura 12.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre la actividad de la
citocromo c oxidasa. Medio de reaccion: Tris-HCI 50 mM pH 7.5. Sustrato citocromo
¢ reducido con ditionita (30 uM). Concentracion de membranas de mitocondrias 0.1
mg/mL. Se adicion6 antimicina A (5 uM) para inhibir el complejo Ill,. Concentracion de
sales 100 mM. n = 3. Los datos se expresan como el promedio £ DS. ANOVA de una
sola via (Prueba de mdltiples comparaciones de Tukey).* p< 0.05 comparado con el
control sin sal.
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6.6.- Efectos de cationes monovalentes sobre el complejo lll2, ubiquinona-

citocromo c 6xido-reductasa.

Debido a que los complejos | y IV no parecen ser afectados por los
cationes monovalentes, el complejo lll2 podria ser la razén del mayor consumo
de oxigeno al emplear piruvato-malato como sustrato. Tanto el complejo I y II,
donan sus electrones a la poza de quinonas, por lo que, si el complejo Ill2 se
activara, seria independiente del sustrato respiratorio inicial. Cémo el complejo
Il se inhibi6 por los cationes monovalentes, una alternativa para evaluar
indirectamente el complejo lll2, es el evaluar el consumo de oxigeno
alimentando la NADH deshidrogenasa externa, que también dona sus
electrones a la poza de quinonas. Si el consumo de oxigeno se mantiene igual,
tanto el complejo Ill2 como la NADH deshidrogenasa no se verian afectados
por los cationes monovalentes. Por otro lado, si el consumo de oxigeno
aumenta, el complejo lll2, la NADH deshidrogenasa externa o ambos

componentes se ven activados por las sales.

Se determiné el consumo de oxigeno utilizando NADH, que es oxidado
por la NADH deshidrogenasa alterna de la mitocondria de D. hansenii (Tabla
5), empleando rotenona para evitar el oxidaciéon del NADH por el complejo 1.
Ninguna de las sales tuvo efecto en el consumo de oxigeno, lo que sugiere que

el complejo 1112 no se activa por la adicion de los cationes monovalentes.
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Tabla 5.- Efecto de diferentes cationes monovalentes sobre el consumo de
oxigeno (NDH2e + Clllz + CIV) de mitocondrias aisladas de Debaryomyces
hansenii

Consumo de oxigeno
(natgO/mg prot*min)

Pi 10 mM 642.66 + 107.15
+ LiCl 100 mM 644.53 £ 115.9
+ NaCl 100 mM 564 + 69.02

+ KCI 100 mM 648.66 + 117.41
+ RbCI 100 mM 615.2 + 53.38

Medio de reaccidn: sorbitol (1 M), maleato (10 mM) pH 6.8 (Tris), fosfato (Pi) 10
mM y NADH (100 uM). Se adicion6 rotenona (50 uM) para inhibir el complejo |.
Concentracién de mitocondrias 0.1 mg/mL. n= 3. Los datos se expresan como
el promedio + DS. ANOVA de una sola via (Prueba de multiples comparaciones
de Tukey).* p< 0.05 comparado con el control.

Por lo tanto, los complejos I, I, lllz y IV, ademas de la NADH
deshidrogenasa externa, no son afectados por los cationes monovalentes.
Adicionalmente, la poza de quinona también puede ser oxidada por la oxidasa
alterna. Sin embargo, la expresion en la fase logaritmica de la AOX es baja y el
consumo de oxigeno residual al emplear cianuro fue el mismo en presencia o
ausencia de algun cation monovalente, por lo que la activacion por K* y Rb*
parece ser por la via citocromica. En las condiciones empleadas, la glicerol
fosfato deshidrogenasa no participaria en el consumo de oxigeno, por lo que no
fue evaluada, sin embargo no se descarta su posible activacion por los cationes

monovalentes.

6.7.- El posible efecto del transporte de potasio sobre la fosforilacién

oxidativa

Debido a que no se apreciaron cambios en la actividad de ningan
componente conocido de la cadena respiratoria de D. hansenii, el incremento
del consumo de oxigeno no se debe a un efecto directo sobre los complejos
respiratorios. Un posible efecto indirecto que tendria la adicion del K* es su
transporte a la matriz mitocondrial que podria ser responsable del incremento

en el consumo de oxigeno. Por lo tanto, incubar las mitocondrias con el catién
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provocaria con el paso del tiempo el gradiente de potasio disminuya y

desaparezca su efecto sobre el consumo de oxigeno.

Asi que se incubd las mitocondrias en la camara del oximetro con la
misma concentracion de KCI a diferentes periodos de tiempo (0, 5, 10 o 20 min)
y se adicioné piruvato-malato para iniciar la reaccion (Tiempo final de

incubacion de todas las preparaciones 20 min) (Tabla 6).

En comparacion con el consumo de oxigeno en ausencia de incubacion
de las mitocondrias (Tabla 2), la tasa de consumo de oxigeno disminuy6
cuando se incub6 a las mitocondrias por un periodo prologando antes de
adicionar el sustrato (Tabla 6). Esta disminucion posiblemente se deba a las
condiciones del ensayo (en agitacion y a 30°C por 20 min), que pudieron haber

causado un dafio mecanico en la integridad de las mitocondrias.

En tiempos cortos de incubacion (0, 5 o 10 min) con KCI todavia se
observd un aumento (40-64%) en el consumo de oxigeno comparado con las
condiciones donde se incubo solamente con fosfato. En contraste, con un
tiempo largo de incubacion (t = 20 min) no se observd el incremento en el
consumo de oxigeno, incluso se observd una ligera reduccion de la tasa de

consumo de oxigeno con respecto al control sin KCI.

En este periodo de tiempo la concentracion de K* en la matriz
mitocondrial y en el medio de respiracién estarian cercanas al equilibrio.
Posiblemente si se utiliza un inhibidor del transporte de potasio, como la
quinina, se pueda preservar la activacion de la cadena respiratoria a tiempos
prolongados de incubacién. Antes de poder concluir sobre el efecto del
transporte de potasio sobre el incremento del consumo de oxigeno, se debe
descartar que el fendbmeno se deba un dafio en la integridad de las
mitocondrias. Ya hemos disefiado experimentos para descartar dafo
mitocondrial, como incubar a las mitocondrias en el oximetro y adicionar
después de diferentes periodos el KCI y el sustrato juntos. Estos ensayos se

deben repetir para comprobar su validez (n=1).
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Tabla 6.- Efecto de la incubacién del ion K* sobre el consumo de oxigeno de
mitocondrias aisladas de Debaryomyces hansenii.

Consumo de oxigeno (natgO/mg prot*min)

Estado IV Estado I CR
Pi 10 mM (20 min) 38.8 74.8 1.92
+ KCI 100mM (0 min) 55.8 87.88 1.57
+ KCI 100mM (5 min) 64.8 112.8 1.74
+ KCIl 100mM (10 min) 64.32 108.32 1.68
+ KCIl 100mM (20 min) 31.24 51.24 1.64

Medio de reaccion: sorbitol (1 M), maleato 10 mM pH 6.8 (Tris), fosfato (Pi) 10 mM y
piruvato-malato (10 mM) como sustrato. El control respiratorio es el cociente entre los
estados lll/IV. El estado Il se indujo al adicionar ADP (500 uM). Concentracion de
mitocondrias 0.5 mg/mL. n = 1.
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7. DISCUSION

En la naturaleza, D. hansenii se halla de manera ubicua en ambientes
marinos y cuerpos de agua hipersalinos, como las salinas (Breuer y Harms,
2006; Kandasamy et al., 2012). En el mar, esta levadura est4 expuesta a altas
concentraciones de NaCl (0.6 M) y en menor medida a KCI (10 mM) (Cabrera-
Orefice et al.,, 2010). Para poder sobrevivir a estas condiciones, D. hansenii
desarrolld6 mecanismos de adaptacion tales como la sintesis de solutos
compatibles (Adler y Gustafsson, 1980; Gonzélez-Hernandez et al., 2005) y la
expulsion de los cationes de su citoplasma (Thomé-Ortiz et al., 1998). Sin
embargo, estos procesos son energéticamente costosos para la célula (Oren,
1999). Como levadura Crabtree-negativa, D. hansenii sintetiza ATP
principalmente por la fosforilacion oxidativa (Pfeiffer y Morley, 2014). Por lo
tanto, se ha sugerido que sus mitocondrias estan especialmente adaptadas
para funcionar en las altas concentraciones de cationes acumuladas en su

citoplasma (Cabrera-Orefice et al., 2010).

Previamente se reportd en mitocondrias de D. hansenii incubadas a
bajas concentraciones de fosfato, que el K* y Na* aumentan el control
respiratorio y el potencial transmembranal, debido al cierre del PTP (Cabrera-
Orefice et al., 2010). Sin embargo, en este trabajo el efecto de acoplamiento no
fue observado en presencia del ion sodio (Tabla 1). Asimismo, a altas
concentraciones de Pi (PTP cerrado), la adicion de K*y Na* no incremento el
consumo de oxigeno (Tabla 2) a diferencia de lo previamente reportado
(Cabrera-Orefice et al., 2010).

La diferente respuesta a los iones monovalentes puede deberse a la
utilizacién de distintas fuentes de carbono del medio de cultivo, ya que en este
trabajo se empled glucosa en lugar de lactato. La glucosa es metabolizada en
piruvato por la glucolisis, que posteriormente puede ser reducido en etanol en
el citosol o ingresar a la mitocondria para producir acetil-CoA (Pfeiffer y Morley,
2014). A pesar de que D. hansenii tiene un metabolismo aerobio obligado, una
porcion de la glucosa es fermentada en etanol (Sanchez et al., 2006). Por otro
lado, en S. cerevisiae, el lactato es oxidado en piruvato por una lactato

deshidrogenasa mitocondrial, donando los electrones al citocromo c (Lodi y
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Ferrero, 1993). Se ha identificado en el genoma de D. hansenii la presencia del
gen de una lactato deshidrogenasa mitocondrial (Cholet et al., 2007), por lo que

el catabolismo de lactato podria ser similar.

La adaptacion a las diferentes fuentes de carbono es principalmente
transcripcional, ocasionando una reprogramacion de diversas rutas metabdlicas
como el metabolismo del carbono, sintesis de proteinas y almacenamiento de
carbohidratos (Turcotte etal., 2010). Este fendmeno también ocurre en
levaduras Crabtree-negativa, como Yarrowia lipolytica y Kluyveromyces lactis
(Weinhandl et al., 2014). Por lo tanto, es necesario establecer si esta diferencia

en la estimulacion del consumo de oxigeno es por la fuente de carbono.

El aumento en el consumo de oxigeno de mitocondrias de D. hansenii
s6lo fue observado en presencia de los iones K* y Rb*, empleando piruvato-
malato como sustrato respiratorio (Tabla 2). El hecho de que el efecto difirié
respecto al metal alcalino usado, indica que el fenébmeno no depende de la
fuerza idnica de la solucién. La razon por la cual los iones Li* y Na* no afectan
el consumo de oxigeno, a diferencia de los iones K* y Rb*, puede atribuirse al
tamafio i6nico de los diferentes cationes lo que alteraria su interaccién con
proteinas (radio iénico hidratado de 0.36 nm y 0.33 nm para el Na* y K*,
respectivamente) (Israelachvili, 2011), o la presencia de transportadores

especificos.

Se considera que las concentraciones del ion K* en la matriz
mitocondrial y el citosol son similares, siendo el potencial transmembranal el
gue impulsa su ingreso a la matriz mitocondrial (Laskowski et al., 2016). Se us6
una concentracion de iones monovalentes menor o cercana a la concentracion
de K* fisiologico (108-153 mM) (Gonzalez-Hernandez et al., 2004). Durante el
proceso de aislamiento las mitocondrias en un medio sin K* ocasiona la salida
de este catién por el intercambiador K*/H* (Garlid, 1980). A diferencia del
transportador K*/H* en mamiferos, en S. cerevisiae este transportador funciona
en condiciones no energéticas y se puede activar de manera espontanea
(Manon y Guérin, 1993; Welihinda et al., 1993), por lo que las mitocondrias
obtenidas posiblemente tengan una menor concentracion de K* que en

condiciones fisioldgicas.
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El incremento del consumo de oxigeno en respuesta a cationes
monovalentes se ha observado en otros organismos. Por ejemplo, en
mitocondrias de brotes de trigo, la adicion de NaCl incrementa el consumo de
oxigeno empleando NADH, sin embargo fue inhibida al usar malato, piruvato,
succinato o glutamato (Jacoby etal.,, 2016). Esta estimulacion se observo
también al usar ascorbato+TMPD como sustrato o al inhibir a la AOX (Jacoby
etal., 2016). Por otro lado, en mitocondrias de la planta halofita
Mesembryanthemum crystallinum L, la incubacion con NaCl incrementa la
sintesis de ATP (Tran et al., 2020). La concentracion de NaCl requerida para
obtener una mayor sintesis de ATP depende la cantidad de la sal presente
durante el cultivo, lo que indica que la exposicion a la sal afecta la sensibilidad

de la mitocondria a la misma (Tran et al., 2020).

En mitocondrias aisladas de D. hansenii el incremento del consumo de
oxigeno se observo al utilizar piruvato-malato como sustrato respiratorio (Tabla
2). Por lo tanto, se decidié evaluar la actividad de cada complejo respiratorio
individualmente para ubicar el sitio donde ocurre la estimulacion. No hubo
incremento en el consumo de oxigeno al usar un sustrato de la NADH
deshidrogenasa alterna (Tabla 5) o del complejo IV (TMPD-ascorbato) (Tabla
4) como sustratos respiratorios, lo que indica que no son estimulados por los
cationes monovalentes empleados. Se puede considerar que el complejo 1112 no
se ve afectado por los metales alcalinos, ya que tanto el complejo | como la
NADH deshidrogenasa alterna donan los electrones a la poza de quinonas, por
lo que, si fuera a nivel de complejo lll2, el efecto se observaria
independientemente si se oxida el NADH en la cara interna o externa de la

membrana interna mitocondrial.

Adicionalmente, los cationes monovalentes inhibieron el consumo de
oxigeno al emplear succinato como sustrato, indicando que el complejo Il se ve
afectado de manera negativa (Tabla 3). En modelos de isquemia reperfusion,
se ha ligado la inhibicién del complejo Il a la apertura del canal de potasio
sensible a ATP, asi como inhibidores de este transportador estimulan la
actividad del complejo Il (Wojtovich y Brookes, 2008). Por otro lado, en
mitocondrias de un cultivo primario de células endoteliales de aorta bovina, la

adicién de NaCl disminuy6é el consumo de oxigeno dependiente del CIl, sin
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afectar a la respiracion dependiente de Cl y CIV(Hernansanz-Agustin et al.,
2020). Adicionalmente, el Na* inhibi6 la actividad succinato:citocromo c
reductasa (ClI+Clllz), pero no afectaba la actividad NADH: citocromo c
reductasa (CI+CllIl2) en membranas de mitocondria (Hernansanz-Agustin et al.,
2020). Se propone que la interaccion del Na* con los fosfolipidos alteran la
fluidez de la membrana interna mitocondrial, disminuyendo la difusion de la
ubiquinona (Hernansanz-Agustin etal., 2020). A diferencia del CIl, los
complejos |, lll2 y IV se asocian en supercomplejos, por lo no se afectarian por
la disminucion de la difusién de la ubiquinona (Hernansanz-Agustin et al.,
2020).

Basado en lo anterior, se propuso que la activacién ocurria a nivel del
complejo 1, por lo que se evalu6 la actividad NADH:citocromo c reductasa
(Figura 9) y NADH deshidrogenasa (Figura 10) del complejo | en presencia de
los cationes monovalentes (100 mM). Sin embargo, no se observé ningun

incremento en su actividad por los diferentes cationes.

Considerando lo anterior, el efecto de los cationes monovalentes sobre
la actividad de los complejos respiratorios depende del componente de la
cadena respiratoria (Figura 13). El consumo de oxigeno se ve aumentado por
K* o Rb* usando piruvato-malato como sustrato, por lo que se esperaria que la
activacion se de a nivel de los complejo I, lll2 o IV. Sin embargo, al evaluar su
actividad de manera individual no se observo cambios. Adicionalmente, la AOX
y la NADH deshidrogenasa externa tampoco se ven alteradas por la adicion de
las sales. Caso contrario, el complejo Il se ve inhibido por las sales.

Como los componentes de la cadena respiratoria no se vieron afectados
por los cationes monovalentes, se considerd la posibilidad de que el efecto
estimulatorio se debiera a un aumento en la produccion de NADH por las
deshidrogenasas del ciclo de Krebs, lo que explicaria que solo se aprecia el
aumento en el consumo de oxigeno empleando piruvato-malato. Previamente,
en mitocondrias de higado de rata, se describio que las deshidrogenasas del
ciclo de Krebs son activadas por el ion Ca?* (Denton et al., 1980). Asimismo, el
complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) de la corteza renal porcina,
incrementa su actividad (12-42%) al adicionar 80 mM de KCI y NaCl
dependiendo de la fuerza ionica del medio (Pawelczyk etal., 1992). En
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mitocondrias de brotes de trigo, el NaCl (150 mM) disminuye la actividad de los
complejos piruvato deshidrogenasa y oxoglutarato deshidrogenasa, mientras
gue no tiene efecto sobre la malato deshidrogenasa (Che-Othman et al., 2020).
Por consiguiente, se determind indirectamente la actividad de las
deshidrogenasas productoras de NADH del ciclo de Krebs. EIl piruvato es
oxidado por el complejo piruvato deshidrogenasa produciendo acetil-CoA,
mientras que el malato se oxida en oxaloacetato por la malato deshidrogenasa
mitocondrial (Gnaiger, 2014). Ambas reacciones producen NADH, que
posteriormente dona sus electrones al DCPIP por medio del complejo I. Sin
embargo, no se observé aumento en la actividad NADH deshidrogenasa por
ningun cation monovalente (Figura 11), lo que descarta una activacién a nivel

de estas dos deshidrogenasas.

Espacio NADH NAD* glicerol-P  pHAP Citc
intermembranal

Fumarato

NADH
Succinato
Matriz

. Sin cambio. Mayor consumo de oxigeno (Pir-Mal) por K* y Rb*

] sin cambio B 'nhibicion  [] Noevaluado

Figura 13.- Efecto de los cationes monovalentes sobre la actividad de los
componentes de la cadena respiratoria de D. hansenii. El complejo Il se inhibe por
todas las sales empleadas (rojo). La actividad de las oxidorreductasas alternas, NDH
y AOX, no se altera por ninguna sal (azul). La actividad de los complejos I, lll> y IV ho
se ve alterada, pero el consumo de oxigeno cuando incrementa al usar piruvato-
malato como sustrato en presencia solo de K*y Rb*. La actividad de la glicerol fosfato
deshidrogenasa no se fue evaluada.

Debido a que ningun componente individual de la cadena respiratoria
parece ser el responsable del aumento de consumo de oxigeno en respuesta al
potasio, se consideré que el transporte de potasio puede ser el responsable
(Tabla 6). Preliminarmente, se encontrdé que, a un mayor tiempo de incubacién
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(20 min), se pierde el aumento de la tasa de consumo de oxigeno. Esto se
puede deber a que el gradiente de concentracion del potasio se haya disipado

al ingresar a la matriz mitocondrial.

Se considera que el ingreso de K* hacia la matriz mitocondrial es
impulsado por el Ay, por un mecanismo electroforético (Paggio et al., 2019). En
S. cerevisiae, el KCI incrementa también el consumo de oxigeno, sin embargo
el potencial transmembranal disminuye (Manon et al., 1995). Este fendmeno
depende de la concentracion de Pi (Castrejon et al., 1997), por lo que se ha
especulado que se debe a que el intercambio K*/H* sobrepasa al simporte
H*:Pi ocasionando la apertura del poro de transicion de la permeabilidad
(Bradshaw y Pfeiffer, 2013). Similarmente, la activacién de un canal de potasio
de alta conductancia activado por el calcio mitocondrial de células endoteliales,
aumento6 el consumo de oxigeno en condiciones no fosforilantes sumado a la
disminucién del potencial transmembranal y de la sintesis de ATP (Bednarczyk
et al., 2013). Por otro lado, en mitocondrias de cotiledones de chicharos, la alta
concentracion extramitocondrial de potasio resulta en menor fosforilacién de
ADP (Hamman y Spencer, 1977). Sin embargo, en el caso de las mitocondrias
de D. hansenii se mantiene un potencial transmembranal al incubarse con K*y

Rb* (Figura 8), por lo que el proceso no es electroforético.

A un alto Ay, el paso de electrones por la cadena respiratoria se
ralentiza, provocando la acumulacion de intermediarios reducidos, como la
semiquinona, que posteriormente reaccionan produciendo ROS (Cadenas,
2018). Por lo tanto, la disminucién del Ay en respuesta al ingreso de potasio a
la matriz mitocondrial, se considera un mecanismo que pudiera para evitar la
produccion de ROS, al incrementar el flujo de electrones (Laskowski et al.,
2016). D. hansenii tiene otros mecanismos de desacoplamiento fisiol6gico,
como la apertura del PTP (Cabrera-Orefice et al., 2010), la expresion de AOX
(Garcia-Neto et al., 2017) y la disminucién de NAD* en la matriz mitocondrial
durante la fase estacionaria (Cabrera-Orefice etal., 2014b). Posiblemente,
debido a su constante exposicion a condiciones salinas, en D. hansenii el
desacoplamiento que ocurriria al ingresar el K* a la matriz mitocondrial no sea
muy eficiente, por lo que desarroll6 mecanismos alternativos para disminuir su

produccion de ROS. Otra posibilidad es que este fendmeno sea dependiente
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de la fase de crecimiento, por ejemplo, que en la fase estacionaria donde se
requiere mantener mayor consumo de oxigeno para evitar la sobreproduccion
de ROS (Guerrero-Castillo et al., 2012), se active el transporte de potasio. Por
consiguiente, se debe evaluar si se preserva el fendmeno de activacion en

distintas fases del crecimiento.

La incubacion de las mitocondrias a un medio con altas concentraciones
de sales equivaldria fisiolégicamente, al aumento del ingreso de los iones al
interior de la célula por difusion pasiva, almacenandose en el citosol (Gonzalez-
Hernandez et al., 2004). Para poder expulsar los cationes parcialmente y poder
modificar los patrones en la expresién de proteinas para la sintesis de solutos
compatibles, la levadura requiere mayor produccion de ATP (Oren, 1999).
Previamente se ha reportado que en la fase estacionaria, tanto la fermentacion
y la respiracidon incrementan durante el crecimiento en condiciones de
hipersalinidad (Calahorra et al., 2009; Sanchez et al., 2008). El gradiente que
se forma entre la concentracion de los cationes entre el citosol y la matriz
mitocondrial podria ser una estrategia para sintetizar rapidamente el ATP,
requerido para los mecanismos adaptativos activados por cascadas de
sefalizacion, y para expulsar parcialmente los cationes al medio extracelular.
Sin embargo, falta establecer que este incremento en el consumo de oxigeno

este acoplado a una mayor sintesis de ATP.
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8. CONCLUSIONES

Los iones K* y Rb* aumentan la tasa de consumo de oxigeno tanto en
estado Il como IV de la mitocondria de D. hansenii, cuando se utiliza piruvato-

malato como sustrato.

Los cationes monovalentes tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad

del complejo 1.

La estimulacion del consumo de oxigeno no se debe al efecto directo
sobre los complejos respiratorios ni sobre componentes alternos de la cadena

respiratoria.
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9. PERSPECTIVAS

Debido a que la sensibilidad a los cationes monovalente fue diferente
cuando se empled glucosa en lugar de lactato (Cabrera-Orefice et al., 2010), es

necesario establecer si este fendmeno depende de la fuente de carbono.

Como la expresion de algunos elementos de la cadena respiratoria y los
sistemas de desacoplamiento varian acorde a las distintas fases de crecimiento
(Cabrera-Orefice et al., 2014b, 2014a), la activacion por K* podria variar de
manera similar. Por lo tanto, se debe establecer si la estimulacion se preserva

durante la fase estacionaria.

Similarmente, la expresion de la AOX varia si se cultivan las levaduras
con NaCl, KClI, sorbitol o sin un agente osmaético (Garcia-Neto et al., 2017). Por
consiguiente, se debe determinar si el mecanismo de activacion es intrinseco o

en respuesta a un estimulo osmético.

Corroborar la inhibicion del complejo II por un ensayo enzimatico
(succinato deshidrogenasa y succinato:citocromo c¢ reductasa). Determinar si el
efecto inhibitorio se debe a un cambio en la fluidez de la membrana interna
mitocondrial, como lo observado en cultivos celulares (Hernansanz-Agustin
et al., 2020).

Relacionar el flujo de potasio con la aceleracion de la fosforilacion
oxidativa, utilizando inhibidores de transporte de potasio como la quinina o la

glibenclamida.
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