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RESUMEN

La levadura Debaryomyces hansenii posee una cadena respiratoria ramificada
conformada por los complejos |, Il, lll y IV, una oxidasa alterna (AOX) insensible al cianuro,
una NADH deshidrogenasa externa (NDH2e) y una glicerol-fosfato deshidrogenasa
(MtGPDH). Las mitocondrias de esta levadura llevan a cabo una transicion de la
permeabilidad debido a que forman un canal inespecifico mitocondrial (p,MUC). La presencia
de este canal constituye un mecanismo de desacoplamiento fisiolégico de la fosforilacion
oxidativa. Ademas, la presencia de las oxidorreductasas alternas puede constituir un
segundo mecanismo de este tipo. Estos mecanismos modulan la produccién del ATP, evitan
la sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y reciclan las pozas redox en
condiciones de baja demanda energética (p. ej. en la fase estacionaria de crecimiento).

En estudios previos se propone que la AOX se expresa solo en la fase estacionaria de
crecimiento. Lo anterior ocurre unicamente cuando D. hansenii es cultivada en presencia de
glucosa como fuente de carbono. En cambio, al cultivarla en presencia de lactato (fuente no
fermentable), la actividad de esta enzima aparece desde la fase exponencial y se mantiene
sin cambio durante la fase estacionaria. Por esta razon, en este trabajo se decidié estudiar si
en D. hansenii la fosforilacidon oxidativa varia en diversas fases de crecimiento.

Para ésto se determiné el consumo de O, y el acoplamiento respiratorio de las
mitocondrias aisladas de las levaduras cosechadas en diferentes tiempos de cultivo, en
presencia de diferentes donadores de electrones. Solamente con piruvato-malato se
encontré una disminucion gradual en la respiracion y el acoplamiento a medida que aumento
el tiempo de cultivo. Este efecto no se debié a una menor cantidad y/o actividad del complejo
| ni de los otros componentes respiratorios. Por tal motivo, se sugirié que la disminucion de la
actividad respiratoria observada pudo deberse a una baja produccion de NADH matricial.

Para explorar lo anterior, se determinaron las actividades enzimaticas de la piruvato
deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa (enzimas dependientes de NAD") en muestras
mitocondriales de las fases exponencial y estacionaria. No se encontraron diferencias en las
actividades entre las dos fases. Cabe sefialar que los ensayos se realizaron en presencia de
NAD" y otras coenzimas. Con base en esto, se sugiri6 que la baja actividad respiratoria
observada en la fase estacionaria pudo deberse, en principio, a una menor cantidad de NAD"

en la matriz mitocondrial.



Bajo esta premisa, se cuantificaron nuevamente la respiracion, el acoplamiento
respiratorio y el potencial transmembranal (AY) en presencia de piruvato-malato y agregando
NAD® a los ensayos. Las muestras de fase exponencial no presentaron cambios con
respecto a las mediciones iniciales (en ausencia del NAD"). Sin embargo, las muestras de
fase estacionaria recuperaron de manera parcial la actividad respiratoria y el acoplamiento, y
de manera completa el A¥ en presencia del NAD". La recuperacion completa de los primeros
dos parametros se observd unicamente en esferoplastos permeabilizados de la fase
estacionaria, en los cuales las mitocondrias se encuentran in situ. En este trabajo se propone
que la falta del NAD" matricial pudo deberse a una fuga de éste a través del pnMUC.

En los ensayos anteriores, el NAD" ingresé a la matriz en condiciones donde el ppMUC
se encuentra cerrado. Esto sugirié la posibilidad de un mecanismo de transporte especifico
para esta coenzima. En Saccharomyces cerevisiae, el NAD® se transporta a la matriz
mitocondrial a través de dos isoformas de un acarreador especifico: Ndt1p y Ndt2p. En D.
hansenii se encontré un posible ortdlogo de este acarreador. Para determinar su posible
participacion se determind el consumo de O, en presencia de batofenantrolina, purpura de
bromocresol y piridoxal-5’-fosfato, los cuales son inhibidores del transporte del NAD*. En
presencia de éstos, la adicion del NAD™ no tuvo efecto sobre la respiracién, lo que sugiere
que no fue transportado a la matriz.

La pérdida sugerida del NAD"* matricial en la fase estacionaria de crecimiento constituye
un posible mecanismo de desacoplamiento fisiolégico adicional a la apertura del p,MUC.
Debido a la baja demanda energética en esta fase, este mecanismo puede disminuir, por un
lado, la produccion de ATP al abatir el AY y al evitar la entrada de electrones a partir del
complejo | y, por otro, la formacién de ROS al transportar los electrones y consumir el O, de

forma desacoplada.



ABSTRACT

The branched respiratory chain from Debaryomyces hansenii contains complexes |, I,
[l and 1V, a cyanide-insensitive alternative oxidase (AOX), an external NADH dehydrogenase
(NDH2e) and a glycerol-phosphate dehydrogenase (\itGPDH). In addition, this yeast species
contains two possible physiological oxidative phosphorylation (OxPhos) uncoupling
mechanisms: a) a branched respiratory chain, which contains non-proton pumping alternative
oxidoreductases and b) a permeability transition, which is triggered by opening the
mitochondrial unspecific channel (phMUC). These mechanisms may modulate the ATP
synthesis, prevent reactive oxygen species (ROS) overproduction and recycle redox pools
during low energy demand situations (e.g. stationary growth phase).

In exponential phase grown cells, OxPhos are highly coupled and both uncoupling
mechanisms inactive. However, upon aging in culture (stationary phase), the efficiency of
proton pumping decreases and mitochondria become partially uncoupled, probably in an
effort to deplete oxygen in the cell without synthesizing ATP. In the stationary growth phase,
the complex I-dependent rate of oxygen consumption and coupling are selectively decreased.
Complex | relative content and activity are not changed in this condition. In fact, all other
branched respiratory chain components activities remain the same as in the exponential
phase. For this reason, it is suggested that the respiratory activity change is due to a lower
matrix NADH production. In order to explore this, activities of pyruvate and malate
dehydrogenases (NAD'-dependent enzymes) were measured in both growth phases. No
differences were observed in these enzymes. Therefore, these results suggest a lack of
matrix NAD" in isolated mitochondria from the stationary phase.

Here, we propose that NAD" possibly escapes the matrix through an open p,MUC.
When NAD" is added back, coupled complex |-dependent respiratory activity in stationary
phase-isolated mitochondria is recovered. This uptake occurs when pMUC is closed and
seems to be catalyzed by a NAD"-specific carrier, which is inhibited by bathophenanthroline,
bromcresol purple and pyridoxal-5’-phosphate as described for S. cerevisiae. Loss of matrix
NAD" through an open MUC is suggested as an additional OxPhos physiological uncoupling

mechanism.



1. INTRODUCCION

1.1. Debaryomyces hansenii como modelo de estudio

Debaryomyces hansenii es una levadura halotolerante no patégena que suele residir
en habitats con alta salinidad, tales como el agua marina, de donde se aislé por primera vez
(Norkrans y Kylin, 1969), y otros como son los quesos, la cerveza, el vino, los lacteos vy
diversos productos carnicos (Breuer y Harms, 2006).

Aunque facultativa, esta levadura tiene un metabolismo aerdbico mayor que la
fermentaciéon (Sanchez y cols., 2006). Posee una gran versatilidad para metabolizar diversas
fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, galactosa, glicerol, lactato, manitol, etanol, trehalosa,
celobiosa, ribitol, succinato, gluconato, entre otras) (Breuer y Harms, 2006). Ademas, crece a
bajas temperaturas (Norkrans, 1966), en distintos intervalos de pH (Norkrans, 1966; Hobot y
Jennings, 1981) y en alta salinidad (a concentraciones de NaCl y/o KCI por encima de 2 M)
(Norkrans, 1966; Prista y cols., 2005).

Debido a estas cualidades, esta levadura se utiliza desde hace algunos afios como
modelo de gran interés para la investigacién basica y aplicada, principalmente en el area
biotecnolégica. Ademas, se aprovecha en la industria para la sintesis de compuestos
naturales y artificiales (carbohidratos y lipidos, principalmente), expresion y purificacion de
proteinas y enzimas de interés comercial, elaboracion de probidticos, maduracion de quesos,
etc. (Fadda y cols., 2004; Breuer y Harms, 2006).

1.2. Principales estudios en Debaryomyces hansenii

La mayoria de los estudios basicos realizados en este microorganismo tratan sobre los
mecanismos por los cuales se adapta a las altas concentraciones de cationes monovalentes
(Na* y K*) (Norkrans, 1966; Prista y cols., 1997). Al parecer, la preferencia por este tipo de
habitats no se debe unicamente a la capacidad de resistir al estrés osmaotico, sino a que en
estas condiciones optimiza su crecimiento (Prista y cols., 1997; Almagro y cols., 2000;
Gonzalez-Hernandez y cols., 2002). Por ello se ha propuesto clasificar a este organismo
como haldfilo (Gonzalez-Hernandez y Pefia, 2002) y no sélo como halotolerante.

Por definicién, los microorganismos haldéfilos son aquellos que se reproducen y
realizan sus funciones metabdlicas con mayor eficacia en medios hipersalinos. En cambio,

los halotolerantes, unicamente modulan sus funciones para resistir al estrés en dichas
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condiciones (Gonzalez-Hernandez y Pefa, 2002). D. hansenii se encuentra en medio de las
dos clasificaciones debido a que no requiere que el medio contenga alta salinidad para poder
crecer. En general, dos mecanismos principales son llevados a cabo por los organismos que
resisten la hipersalinidad: el “sodio-excluyente” y el “sodio-incluyente”. El primero se lleva a
cabo por los halotolerantes, que expulsan la mayor cantidad de sodio posible del citoplasma
y balancean la presion osmdética con solutos compatibles (sacarosa, trehalosa, glicerol, etc.).
La segunda es utilizada por los haléfilos, que almacenan altas concentraciones de sodio en
el interior para balancear la presion osmodtica, y se sugiere que poseen diversas
adaptaciones internas que les permiten resistir los efectos nocivos de la sal y ademas
beneficiarse (Gonzalez-Hernandez y Peina, 2002; Sanchez y cols., 2006).

En las membranas plasmatica y vacuolar de D. hansenii existen diversos
transportadores de cationes monovalentes involucrados en su movimiento (Hobot y Jennings,
1981; Prista y cols., 1997). La concentracion promedio de cationes monovalentes en el agua
marina es de 600 mM y 10 mM, para el Na* y K", respectivamente. En presencia de
concentraciones desiguales de Na® y K*, esta levadura es capaz de internalizar en mayor
cantidad al cation que se encuentre mas concentrado en el exterior y expulsar del citosol la
mayor parte del otro que se encuentre en menor concentracion. Pero en presencia de
concentraciones iguales de estos cationes, D. hansenii acumula al K* preferentemente y con
mayor rapidez que al Na* (Thomé-Ortiz y cols., 1998). Cuando se cultiva en 0.6 M de NaCl,
ambos cationes se encuentran en concentraciones similares en el interior (~150 mM Na* y
~100 mM KY). Por el contrario, si se incuba en ausencia de sales o en presencia de KCI, se
observa un aumento en la concentracién de K* intracelular y el Na* es expulsado casi por
completo (Gonzalez-Hernandez y cols., 2004).

Diversos autores describen que en D. hansenii incubada en medios con alto contenido
de NaCl y KCI, se induce la expresion de algunas enzimas (Alba-Lois y cols., 2004) y
aumenta la actividad de las enzimas glucoliticas y la respiracion (Sanchez y cols., 2006). En
las mitocondrias aisladas de esta levadura se sabe que las concentraciones altas de Na* y K*
mejoran el rendimiento de la fosforilacién oxidativa (Cabrera-Orefice y cols., 2010). Con este
ultimo antecedente, descrito en nuestro grupo, se inicia la caracterizacion de la fosforilacién
oxidativa mitocondrial de D. hansenii, como parte de un proyecto global que tiene como meta
describir las diferencias y similitudes en los mecanismos de desacoplamiento fisioldgico de la

fosforilacion oxidativa en distintas especies de levaduras (Uribe-Carvajal y cols., 2011).



1.3. La mitocondria y la fosforilacion oxidativa.

Las mitocondrias son organelos formados por dos membranas, una externa y otra
interna; esta ultima forma una serie de invaginaciones denominadas crestas. Entre ambas
membranas se encuentra el espacio intermembranal. El interior de la mitocondria constituye
la matriz mitocondrial, donde se llevan a cabo diversos procesos como el ciclo de Krebs, la -
oxidacion de acidos grasos, el ciclo de la urea, oxidacidén de ciertos aminoacidos, entre otros
(Nelson y Cox, 2000).

Estos organelos poseen material genético propio (ADN) y cuentan con toda la
maquinaria necesaria para su expresion. No obstante, las proteinas mitocondriales se
codifican por dos genomas: el nuclear y el mitocondrial (ADNmt). El genoma mitocondrial
codifica diversos ARN de transferencia (ARNt) y ribosomales (ARNr) y algunas subunidades
proteicas. Sin embargo, cerca del 98% de las proteinas mitocondriales son codificadas fuera
de ella y una vez sintetizadas, son dirigidas y transportadas a este organelo (Pfanner y
Meijer, 1997; Chacinska y cols., 2009); tal es el caso de transportadores de solutos,
proteinas de importacién, subunidades de la cadena respiratoria, enzimas de la replicacion,
etc. Por tal motivo, es necesaria la expresion coordinada de los dos sistemas gendmicos
para que el organelo funcione de manera 6ptima y en respuesta a las necesidades celulares.

La membrana mitocondrial externa (MME), ademas de mantener la integridad del
organelo, es una estructura primordial en la comunicacién intergendémica, la regulacion
metabdlica y el transporte del organelo a través del citoplasma (unida a elementos del
citoesqueleto) (Hirano y Vu, 2000; Boldogh y Pon, 2006). Por otro lado, la membrana
mitocondrial interna (MMI) es una estructura con una arquitectura altamente dinamica, y
modifica su organizacion en funcion del estado metabdlico celular (Frey y cols., 2000;
Mannella y cols. 2002). La MMI cambia su conformacion para incrementar o disminuir el
numero, tamafno y forma de las crestas (Manella, 2006). Se cree que esto favorece la
interaccion y asociacion de las proteinas involucradas en la fosforilacion oxidativa, ademas
de promover la formacién de gradientes localizados (Gilkerson y cols., 2003; Manella, 2006).

La principal caracteristica de las mitocondrias es su especializacion en la transduccién
de energia y la sintesis del adenosin trifosfato (ATP), el compuesto energético de mayor
importancia para las células. La produccion del ATP en este organelo se lleva a cabo a

través de la fosforilacion oxidativa (Nelson y Cox, 2000).



Los compuestos altamente reducidos (p. €j. glucosa, acidos grasos, etc.) son
inicialmente metabolizados en el citoplasma y los productos obtenidos son llevados al interior
de la mitocondria donde se continua el catabolismo utilizando diversas rutas que incluyen
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (o ciclo de Krebs), la B-oxidacion de acidos grasos y la
oxidacion de los aminoacidos. El resultado final de estas rutas es la produccién de dos
donadores de electrones: NADH y FADH,. Los electrones que residen en estas moléculas
son transferidos a través de una serie de complejos de proteinas integrales de membrana,
llamados en conjunto “cadena respiratoria”, hasta el O,, el cual se reduce a agua. Este
proceso ocurre en la MMI (Nicholls y Ferguson, 2002).

La cadena respiratoria tiene como finalidad la generacibn de un gradiente
electroquimico de protones (H*) (Mitchell, 1961). Esto ocurre gracias al acarreo de electrones
a través de una serie de reacciones de oOxido-reduccidn. Esta transferencia promueve un
bombeo vectorial de H* a través de los complejos respiratorios desde la matriz al espacio
intermembranal. Este fendmeno provoca que el espacio intermembranal quede positivo (lado
P) con respecto a la matriz, que queda negativa (lado N).

Peter Mitchell establecio el término conocido como fuerza proton-motriz (Ap) al
manipular algebraicamente la ecuacion de Nernst (Mitchell, 1966). Este término se puede
interpretar como la energia que puede transformarse en trabajo util; en este caso la
formacion de un enlace fosfodiéster para sintetizar al ATP (Nicholls y Ferguson, 2002). La
fuerza protén-motriz, incluye los componentes quimico (ApH) y eléctrico (A¥) de los H*
separados por la MMI. Una vez generado el gradiente, éste es utilizado por la enzima F1F,-
ATP sintasa (conocida también como complejo V), la cual es capaz de acoplar el paso de H*
desde el espacio intermembranal a la matriz mitocondrial con la sintesis de ATP a partir de
adenosin difosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi) (Hatefi y cols., 1962).

La cadena respiratoria de la mayoria de las mitocondrias esta formada por cuatro
complejos “clasicos” denominados |, I, lll y IV (Nicholls y Ferguson, 2002). Sin embargo, las
mitocondrias de plantas, hongos, protozoarios y otros unicelulares, pueden contener enzimas
respiratorias alternas (deshidrogenasas y oxidasas) involucradas en el transporte de
electrones (Joseph-Horne y cols., 2001). La presencia de éstas da lugar a nuevos puntos de
entrada y a la ramificacion del flujo de electrones. Gracias a ésto, los electrones
transportados pueden seguir dos vias hasta el O,: la citocromica, si son transportados por los

complejos Il y IV; y la alterna, cuando se transfieren hacia una oxidasa alterna (AOX, por sus

4


http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclo_de_los_%C3%A1cidos_tricarbox%C3%ADlicos
http://es.wikipedia.org/wiki/Beta_oxidaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/NADH
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=FADH2&action=edit&redlink=1

siglas en inglés alternative oxidase). En las mitocondrias de los mamiferos no se han
encontrado esta clase de enzimas, aunque si contienen distintas proteinas de otras vias

metabdlicas que participan en el transporte de electrones (Nelson y Cox, 2000).

1.3.1. Complejos respiratorios “clasicos”

El complejo | (NADH deshidrogenasa) o NADH:ubiquinona oxidorreductasa (E.C.
1.6.5.1) es la enzima respiratoria mas grande (aprox. de 1 MDa en mamiferos y 500 kDa en
procariontes) y contiene el mayor numero de subunidades de todos los complejos
respiratorios. Los modelos cristalograficos y las imagenes de microscopia electronica revelan
que este complejo posee dos dominios principales: uno hidrofébico, embebido en la MMI y
otro soluble, orientado hacia la matriz (Brandt, 2006; Efremov y Sazanov, 2011).
Estructuralmente, el complejo | de los mamiferos estda compuesto por alrededor de cuarenta
y seis subunidades (catorce conservadas y alrededor de treinta y dos adicionales
dependiendo la especie) (Nelson y Cox, 2000). Siete subunidades son codificadas por el
ADNmt y cinco de ellas contienen a los grupos prostéticos FMN vy hierro-azufre (centros Fe-
S) (Brandt y cols., 2003; Hinchliffe y Sazanov, 2005). EI complejo | puede ser inhibido por
rotenona, amital y piericidina (Nelson y Cox, 2000). Esta enzima pertenece a la familia de las
NADH deshidrogenasas tipo | (Kerscher y cols., 2008).

El complejo | capta los electrones acarreados por el NADH vy los transfiere a un
intermediario liposoluble llamado ubiquinona (Q) reduciéndolo a ubiquinol (QH). Tanto la Q
como el QH; son intermediarios que se encuentran en la MMI y pueden difundir a través de
ella. El complejo | toma al NADH vy lo oxida a NAD" reduciendo a su vez al grupo prostético
FMN a FMNHz;en un unico paso que implica la transferencia de dos electrones.
Posteriormente estos electrones continlan su paso a través de siete centros Fe-S que sdlo
pueden aceptar un electrén a la vez. El ultimo centro Fe-S, transfiere el primer electron
proveniente del NADH a la Q generando una de sus formas reducidas: la semiquinona (Q*)
(Galkin y Brandt, 2005). Esta semiquinona vuelve a reducirse por el centro Fe-S con el
segundo electron generando QH,. El paso de electrones en esta enzima se encuentra
acoplado a una serie de cambios conformacionales en las subunidades del dominio
hidrofébico, que durante la transferencia, permiten la translocacién de cuatro protones desde

la matriz hasta el espacio intermembranal (Walker, 1992).
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El Complejo Il (succinato deshidrogenasa) o succinato:ubiquinona oxidorreductasa
(E.C. 1.3.5.1) es una enzima que forma parte del ciclo de Krebs y no bombea protones
(Hederstedt y Ohnishi, 1992). Este complejo recibe electrones al oxidar succinato a fumarato
y los transfiere a través de un grupo prostético FAD, tres centros Fe-S y un grupo hemo b
hasta la Q para formar QH, (Ohnishi y cols., 1998; Lemire y Oyedotun, 2002). El primer
aceptor de electrones es la flavina; posteriormente son transferidos de uno por uno a través
de los centros Fe-S, antes de entrar a las subunidades membranales, en donde se lleva a
cabo la reducciéon de la ubiquinona. En este mecanismo, un electron se transporta del centro
[3Fe-4S] de la subunidad Sdhb a la Q, y se produce la Q*. La enzima debe retener este
compuesto inestable hasta que otro electron sea transferido para generar QH; (Guo y
Lemire, 2003). En los mamiferos, el complejo Il esta formado por cuatro subunidades
codificadas por genes nucleares (Nelson y Cox, 2000). Esta enzima se inhibe de manera
competitiva por malato, oxaloacetato y malonato (Hagerhall, 1997).

El complejo Il (complejo bci) o ubiquinol:citocromo ¢ oxidorreductasa (E.C. 1.10.2.2)
obtiene dos electrones de la QH; y los transfiere a un acarreador movil de electrones
hidrosoluble que se encuentra en el espacio intermembranal: el citocromo c¢ (cit c). Este
complejo transloca cuatro protones a través de la membrana por cada dos electrones
transportados desde el ubiquinol (Hatefi y cols., 1962). En el bovino, el complejo Ill contiene
once subunidades (una codificada por el ADNmt) y cuatro grupos prostéticos: dos hemos tipo
b (b. y by), un hemo tipo ¢ y un centro hierro-azufre (2Fe-2S) (Covian y Trumpower, 2005).
Este ultimo, ubicado en una subunidad conocida como “proteina de Rieske”. El transporte de
electrones en esta enzima, se lleva a cabo a través de un mecanismo conocido como ciclo Q,
en el cual se transfiere un electron al cyt c y otro se mantiene en una semiquinona hasta que
otro ubiquinol entra y completa el ciclo (Braun y Schmitz, 1995; Darrouzet y cols., 2001). El
complejo lll tiene una forma dimérica obligatoria, ya que la forma monomérica no es
funcional, a diferencia de los complejos | y Il. Esto se debe a que las proteinas de Rieske
solo ejercen su funcién en monémeros contrarios (Covian y Trumpower, 2005). Esta enzima
se inhibe por antimicina A, mixotiazol y estigmatelina (Nelson y Cox, 2000).

El complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) o citocromo c:oxigeno oxidorreductasa (E.C.
1.9.3.1) capta los electrones provenientes del cytcy los transfiere al oxigeno molecular
(205). Al igual que el complejo lll, esta enzima también es dimérica, aunque cada monémero

de COX es funcional. En los mamiferos, cada mondmero se forma por trece subunidades, de
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las cuales tres (COXI, COXIl y COXIll) son codificadas por el ADNmt. Este complejo,
contiene dos grupos hemo (a y az) y dos centros cobre (Cua y Cug) a través de los cuales se
transfieren los electrones (Tsukihara y cols., 1995). El centro Cua se ubica en la subunidad |l
y contiene dos iones cobre que forman un complejo con los grupos tiol de dos residuos de
cisteina que forman un centro binuclear (Tsukihara y cols., 1995). La subunidad | contiene los
dos grupos hemo y el Cug. En esta ultima, el citocromo a; y el Cug forman otro centro
binuclear, el cual acepta los electrones que provienen del hemo a y permite la reduccion de
202 a Hy0 (lwata y cols., 1995). Esta reduccion del oxigeno molecular, implica centros redox
que transportan un unico electréon a la vez y se lleva a cabo sin la liberacion de los
intermediarios parcialmente reducidos, tales como el H,O, o el radical hidroxilo (OH*").

La energia de las reacciones redox se aprovecha también en este complejo para
impulsar la translocacion de protones. Por cada cuatro electrones que atraviesan el complejo
IV, se bombean dos protones netos al espacio intermembranal, ya que otros dos protones se
utilizan para formar el H,O. La estequiometria del bombeo de H* de esta enzima puede variar
segun el valor del AY¥ o las concentraciones intracelulares de nucleétidos de adenina (Frank
y Kadenbach, 1996). A esto se le conoce como “deslizamiento” (del inglés slipping) y es un
tipo de desacoplamiento intrinseco de la fosforilacién oxidativa que no altera la transferencia
de electrones hasta el O, y sélo cambia el numero de H* bombeados por par de electrones
transferidos (Azzone y cols., 1985).

La actividad de la COX se inhibe por analogos del oxigeno, tales como cianuro (CN"),
azida, mondxido de carbono (CO), éxido nitrico (NO), didxido de nitrdgeno (NO>), entre otros
(Yoshikawa y Caughey, 1990).

1.3.2. F1F,-ATP sintasa

Debido al uso de la nomenclatura de los complejos respiratorios es frecuente
encontrar a la F1F,-ATP sintasa (E.C. 3.6.3.14) referida como complejo V. Esta enzima se
caracteriza por tener dos dominios principales: el F4, soluble en el lado matricial y el F,,
embebido en la MMI. Ademas, se distingue otro dominio de importancia conocido como
brazo periférico, el cual funciona como estator y participa en la dimerizacién de la enzima
(Couoh-Cardel y cols., 2010). El dominio F, es el responsable de captar los protones del
espacio intermembranal. Los H* promueven la rotacion de un anillo de subunidades

(denominadas c) y posteriormente son liberados en el lado matricial. Cada especie tiene una
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estequiometria constante y definida de las subunidades que conforman el anillo ¢ (Frank,
2011). Sin embargo, hasta donde se sabe, ésta puede variar de 8 (Watt y cols., 2010) a 15
(Pogoryelov y cols., 2005) subunidades dependiendo del tipo de organismo. La rotacién del
anillo promueve una serie de cambios conformacionales acoplados a las subunidades
gamma (y) y épsilon (g), del dominio Fq, que permiten la transicion entre tres estados
cataliticos responsables de la sintesis del ATP a nivel de las subunidades alfa (o) y beta ()
(Lutter y cols., 1993; Boyer, 2002). Las subunidades que catalizan la formacion del enlace
fosfodiéster entre el ADP y el Pi son propiamente las ; éstas atraviesan por tres importantes
cambios conformacionales durante el ciclo catalitico.

La relacion entre los protones utilizados por el complejo V para sintetizar el ATP es de
3-4 H'/ATP (Stock y cols., 2000; Ferguson, 2010). En condiciones energéticas ideales, la
transferencia del par de electrones proveniente del NADH hasta el O, permite que la cadena
respiratoria bombee 10 H* al espacio intermembranal, los cuales al utilizarse por el complejo
V, permiten la sintesis de 2.5 moléculas de ATP. En el otro caso, cuando el par de electrones
ingresa a la cadena respiratoria a través de la succinato deshidrogenasa, solo se pueden
sintetizar 1.5 moléculas de ATP empleando los protones bombeados por los complejos Il y
IV (6 H" totales). No obstante, dichas estequiometrias (también llamadas relaciones ATP/O o
P/O) varian segun el numero de subunidades c contenidas en el anillo (Ferguson, 2010).

Mediante electroforesis nativa y microscopia electrénica es posible observar formas

diméricas y oligoméricas de esta enzima (Couoh-Cardel y cols. 2010). De hecho, se sugiere
que las estructuras oligoméricas tienen como unidad a la ATP sintasa dimérica. Ademas, se
propone que esta forma dimérica del complejo V es la funcional (Couoh-Cardel y cols. 2010).
La dimerizacion de esta enzima induce una marcada curvatura en la membrana interna, la
cual se relaciona directamente con la morfologia de esta ultima y con la formacion de las
crestas mitocondriales (Paumard y cols. 2002). Recientemente, se propone que la F{Fo-ATP
sintasa es uno de los constituyentes del poro de la transicion de la permeabilidad (PTP) en
mamiferos, levadura y Drosophila melanogaster (Bernardi y cols., 2015). Esto se describira
mas adelante con detalle.

La F1F,-ATP sintasa se inhibe por moléculas como la oligomicina, venturicidina y
aurovertina. Estas moléculas frenan el mecanismo rotatorio o bloquean directamente a la
subunidad F (Nelson y Cox, 2000).



1.3.3. Componentes respiratorios alternos

La mayoria de los datos que se tienen sobre la cadena respiratoria son producto de
estudios realizados en las mitocondrias de mamiferos (p. ej. higado y corazén de rata y
corazén de bovino). En estos organelos, el flujo de electrones, a partir de la poza de
quinonas, se realiza de manera lineal hasta el O, a través de la via citocromica (lll-cit c-1V).
Sin embargo, las mitocondrias de plantas, hongos, protozoarios y otros unicelulares, pueden
contener enzimas “alternas” que catalizan las mismas reacciones que los complejos | y IV.
Este tipo de cadenas conformadas por los complejos clasicos y las oxidorreductasas alternas
recibe el nombre de “cadenas respiratorias ramificadas” (Kerscher y cols., 2008). Por tal
motivo, los electrones pueden ingresar y transferirse por diversas rutas hasta el O,.

El grupo de enzimas alternas que catalizan la oxidacién del NADH reciben el nombre
de NADH deshidrogenasas tipo Il (NDH2) (Kerscher y cols., 2008); son una familia de
enzimas periféricas ubicadas en la MMI y orientadas hacia el lado matricial (internas o NDI) o
hacia el lado del espacio intermembranal (externas o NDE). Las NDE utilizan como sustrato
el NADH citosolico de manera directa; las NDI pueden utilizar el NADH producido en la matriz
mitocondrial al igual que el complejo I.

Este tipo de proteinas son monoméricas, codificadas por genes nucleares, tienen FAD
unido como grupo prostético, no bombean protones y su catélisis no es afectada por
inhibidores del complejo |; en su lugar son inhibidas especificamente por flavonas (Juarez y
cols., 2004). Estructuralmente, se reconocen cuatro dominios conservados en este tipo de
deshidrogenasas: dos dominios de union a dinucleétidos (que forman el sitio donde se
transfieren los electrones del NADH al FAD) y dos hidrofébicos (Kerscher y cols., 2008).

Las mitocondrias de la planta Arabidopsis thaliana contienen siete NADH
deshidrogenadas alternas, tanto NDI como NDE, cuya expresion depende de las condiciones
del medio (luz, temperatura, humedad, etc.) (Gonzalez-Meler y cols., 1999). Por otro lado, las
mitocondrias de la levadura Saccharomyces cerevisiae, que no poseen complejo |, contienen
tres NADH deshidrogenasas alternas (dos NDE y una NDI) que le confieren la posibilidad de
utilizar los electrones del NADH (de Vries y Grivell, 1988; Kerscher y cols., 2008). Otros
hongos como Neurospora crassa, Yarrowia lipolytica y Ustilago maydis tienen tanto el
complejo | como NDH2s (Veiga y cols., 2003a; Juarez y cols., 2004). También existen
deshidrogenasas alternas que utilizan indistintamente el NADH o NADPH como sustrato

donador de electrones (Joseph-Horne y cols., 2001).



Otros componentes de las cadenas respiratorias ramificadas son las oxidasas alternas
(AOXs), cuya funcion redox es equivalente a la del complejo 1V, pero no bombean protones y
no estan acopladas a la sintesis de ATP (Moore y Siedow, 1991). Las AOXs se encuentran
codificadas en el genoma nuclear y se orientan hacia el lado matricial de la MMI. La
caracteristica principal de las AOXs es su insensibilidad a inhibidores de la via citocromica;
por ejemplo cianuro (CN’), azida, monoxido de carbono (CO), mixotiazol y antimicina A
(Lambers, 1980; Albury y cols., 2002). Por esta razon, las AOXs confieren a diversos
organismos una respiracion resistente a cianuro (RRC) (Veiga y cols., 2003a).

Las AOXs estan presentes en plantas superiores, algas, eubacterias, nematodos e
inclusive algunos protozoarios de vida libre, parasitos y metazoarios (Shiba y cols., 2013).
Asimismo, esta enzima esta codificada en la mayoria de los hongos y levaduras; con algunas
excepciones como S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Kluyveromyces lactis. Este
tipo de oxidorreductasa tampoco se encuentra codificada en mamiferos ni en arqueas
(Rogov y cols., 2014). Las AOXs pueden expresarse de manera constitutiva o inducible
(dependen de la fase de crecimiento o situaciones de estrés) (Medentsev y cols., 1999; Veiga
y cols., 2003b). Tal es el caso de Candida albicans que expresa dos isoformas de AOXs:
AOX1a y AOX1b. La primera se expresa constitutivamente en niveles bajos, mientras que la
otra se expresa en presencia de inhibidores de la via citocromica, especies reactivas del
oxigeno (ROS por sus siglas en ingles reactive oxygen species) o cuando se satura el flujo
de electrones a través de la via citocromica (Siedow y Umbach, 2000). Por otro lado, en
plantas con 6rganos termogénicos, la AOX libera la energia de la transferencia de electrones
hacia el O, en forma de calor (Rogov y cols., 2014). En otro tipo de plantas, la actividad de la
AOX regula a la fotosintesis y protege a los fotosistemas en contra del estrés oxidante
(Rogov y cols., 2014). En los parasitos protistas, la AOX es una enzima clave para su
supervivencia y adaptacion dentro del hospedero. Por ejemplo, en ciertas etapas del
desarrollo de Trypanosoma brucei, la AOX permite la respiracién al ser la Unica oxidasa
terminal (Walker y cols., 2005). Como se puede apreciar, las funciones de esta enzima varian
segun el tipo de organismo que la expresa. No obstante, la AOX no solo ofrece una ruta
alterna a la via citocromica sino que también permite reciclar las pozas redox y que continue
el flujo metabdlico en otras vias (Vanlerberghe y cols., 2011).

Actualmente, la AOX es considerada como un potencial agente para el tratamiento de

algunas disfunciones mitocondriales. Al expresar heter6logamente la AOX de Ciona
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intestinalis o de plantas en células humanas, disminuyen la produccion de ROS, la
acumulacion de lactato y la sensibilidad a pro-oxidantes en lineas celulares deficientes en
COX (Hakkaart y cols., 2006; Matsukawa y cols., 2009; Dassa y cols., 2009). En ratones, la
expresion heteréloga de esta enzima permite el acarreo de electrones hasta el O, en
presencia del CN" y disminuye la generacion de ROS (EI-Khoury y cols., 2013).

Hasta el momento no se cuenta con la estructura cristalografica de la AOX de hongos
o levaduras, pero se sugiere que es monomeérica y orientada hacia el lado matricial (Uribe-
Carvajal y cols., 2011). Sin embargo, recientemente se resolvio la estructura de la AOX de T.
brucei (Shiba y cols., 2013). En este caso la enzima es un homodimero cuyo sitio activo se
encuentra oculto dentro de un “haz de cuatro hélices”. En este ultimo, se encuentra el centro
redox que consta de dos atomos de hierro, denominado di-hierro di-carboxilato (Albury y
cols., 2002; Shiba y cols., 2013). Ademas, existen dos cavidades hidrofébicas por monémero,
las cuales parecen constituir el sitio en donde se une el ubiquinol (Shiba y cols., 2013). En
plantas, la AOX también es homodimérica gracias a una cisteina conservada en el extremo
N-terminal que forma un enlace disulfuro entre los monémeros (Siedow y Umbach, 2000).
Esta cisteina no esta presente en las AOXs de hongos y levaduras, razén por la cual no son
capaces de formar homodimeros (Rogov y cols., 2014).

Las AOXs son inhibidas especificamente por acidos hidroxamicos y n-alquil-galatos
(Veiga y cols, 2003b). En contraparte, los nucleétidos de adenina (AMP, ADP) y guanina
(GMP), incrementan su actividad por un mecanismo hasta ahora desconocido (Medentsev y
cols. 2004); Ademas, en plantas, los a-cetoacidos (principalmente el piruvato) incrementan
su actividad, probablemente a través de la reduccion del enlace disulfuro (Day y cols. 1995).

Adicionalmente, es posible encontrar otras enzimas que donan electrones a la Q
diferentes a los complejos |, Il y las NDH2. Este tipo de proteinas se encuentran también en
las mitocondrias de los mamiferos. Durante la p-oxidacién de los acidos grasos, los
electrones extraidos de los acil-CoAs por diversas acil-CoA deshidrogenasas (contienen FAD
como grupo prostético), pueden llegar a la poza de quinonas a través de una proteina
transferidora de electrones (ETF) y una ETF:ubiquinona oxidorreductasa (Nicholls y
Ferguson, 2006). En otro caso, el glicerol-fosfato, liberado en la hidrélisis de triacilgliceroles,
asi como en la reduccién de la dihidroxiacetona-fosfato en la glucdlisis, se oxida por una
isoforma mitocondrial de glicerol-fosfato deshidrogenasa (witGPDH) localizada en la cara
externa de la MMI (Nelson y Cox, 2000). Esta enzima también dona electrones a la Q.
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1.3.4. Supercomplejos respiratorios

El modelo original de la cadena respiratoria (0 modelo de “estado fluido”) considera a
las proteinas que la constituyen como entidades independientes vy libres de difundir a lo largo
de la MMI (Hackenbrock y cols. 1986). En este modelo, el transporte de electrones entre los
complejos ocurre a través de moléculas acarreadoras que también difunden en la membrana
(p- €j. la ubiquinona). Sin embargo, en las bacterias y en las mitocondrias de mamiferos,
plantas y hongos, se describen asociaciones supramoleculares de los complejos |, Il y IV,
conocidas como “supercomplejos respiratorios” (Schagger y Pfeiffer, 2000). Este modelo, el
cual se conoce como del “estado sdlido”, propone que los complejos respiratorios forman
heteroligdbmeros y que es posible la canalizacion de sustratos entre ellos. En este caso, la
transferencia de electrones se puede dar a través de los sitios redox de cada complejo y de
moléculas acarreadoras atrapadas entre éstos. Ademas de la canalizacion de sustratos, se
proponen otras funciones para estas estructuras, por ejemplo: acelerar la catalisis de
transferencia de electrones (Bianchi y cols., 2004), impedir la liberacion de radicales libres
(Acin-Pérez y Enriquez, 2014) y estabilizar la estructura de los complejos individuales dentro
del supercomplejo (Lapuente-Brun y cols., 2013).

Es posible observar las bandas que corresponden a los supercomplejos respiratorios
por medio de la electroforesis nativa azul (BN-PAGE). Para ello, las proteinas mitocondriales
membranales son previamente solubilizadas con detergentes suaves y neutros como la
digitonina (Schagger, 2001). Actualmente, se cuenta con imagenes y estructuras en baja
resolucion de distintos supercomplejos respiratorios de plantas y levaduras obtenidas por
microscopia electronica (Dudkina y cols., 2005; Schafer y cols, 2007).

Recientemente, se propone que los supercomplejos se organizan en estructuras de
mayor tamafo que constituyen una red supramolecular conocida como “respirasoma”. En las
mitocondrias de los mamiferos se observa que los respirasomas estan formados por los
supercomplejos I4llI21V4 y [lI21V4 en una proporcion de 2:1, respectivamente (Krause y cols.,
2004). Asimismo, se sugiere que estas estructuras forman ensambles lineales repetidos de
alto peso molecular denominados “cuerdas respiratorias” (Wittig y cols., 2006). Sin embargo,
otros autores consideran al respirasoma como una unidad funcional completa en la que la
asociacion de los complejos respiratorios |, lll y IV (e inclusive el Il) mantiene unidos al

citocromo c y a la Q (Acin-Pérez y Enriquez, 2014). De hecho, este respirasoma se logro
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aislar de un gel nativo y es capaz de transferir electrones desde el NADH hasta el Oy, sin la
necesidad de agregar Q y citocromo c al medio de reaccion (Acin-Pérez y cols., 2008).

Adicionalmente, existe un tercer modelo de la organizacion de la cadena respiratoria: el
modelo de plasticidad (Acin-Pérez y Enriquez, 2014). En este caso se propone la
coexistencia de complejos respiratorios y acarreadores de electrones que pueden o no
encontrarse asociados en supercomplejos. Este modelo se ajusta de mejor forma con las
cadenas respiratorias ramificadas en donde se sabe que el complejo Il y las enzimas alternas
no forman supercomplejos; sin embargo, los electrones que reciben pueden transferirse a
través de la via citocromica. De hecho, se sugiere que los supercomplejos respiratorios estan
sujetos a un proceso dinamico de asociacidén-disociacion que depende del estado energético
celular y de la expresién de proteinas que sirven como chaperonas durante el ensamblaje de
los mismos (Lapuente-Brun y cols., 2013).

En S. cerevisiae se observan unicamente los supercomplejos Ill;IVq, debido a la
ausencia del complejo | en esta levadura. Tampoco se observan asociaciones de las NADH
deshidrogenasas alternas (NDH2s) con estos supercomplejos. Esto se debe posiblemente a
que se trata de proteinas periféricas (Schagger y Pfeiffer, 2000). No obstante, en Y. lipolytica
se observa la asociacion de la NDH2 externa (NDH2e) con los complejos de la via
citocréomica (lll y IV) (Guerrero-Castillo y cols., 2009). El supercomplejo NDHZ2e-IlI-IV es
posiblemente el Unico caso descrito hasta el momento que involucra una enzima alterna. Por
otro lado, no se tienen reportes que demuestren la asociacion de la AOX con este tipo de

estructuras (Eubel y cols. 2003).

1.4. La cadena respiratoria mitocondrial de Debaryomyces hansenii

D. hansenii posee una cadena respiratoria (Figura 1) formada basicamente por los
complejos I, 11, Il y IV y una AOX insensible al cianuro e inhibida por acido salicilhidroxamico
(SHAM) (Veiga y cols., 2003a) y n-alquil-galatos (Sanchez y cols., 2006; Cabrera-Orefice y
cols., 2010). Esta ultima se activa con AMP y es insensible al piruvato (Cabrera-Orefice y
cols., 2014). Ademas, esta levadura expresa una NADH deshidrogenasa tipo Il externa
(NDH2e) sensible a flavona y una isoforma mitocondrial de glicerol-fosfato deshidrogenasa
(MitGPDH) (Cabrera-Orefice y cols., 2014), capaces de utilizar NADH y glicerol-fosfato
exdgenos, respectivamente, como donadores de electrones (Figura 1). La presencia de las

tres enzimas alternas permite que el flujo de electrones se encuentre ramificado (Figura 1).
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Espacio intermembranal

H* H+ H*
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NADH NAD*

Matriz mitocondrial

Figura 1. Componentes de la cadena respiratoria de Debaryomyces hansenii. La transferencia de
electrones en los complejos |, Il y IV se utiliza para el bombeo de protones a través de la MMI desde la matriz al
espacio intermembranal. A nivel de la poza de quinonas (Q/QH>), el flujo de electrones se puede desviar hacia
la via citocrémica a través de los complejos Il y IV o a la via alterna a través de la oxidasa alterna (AOX). NADH
deshidrogenasa (l); succinato deshidrogenasa (Il); citocromo bc;, (lll); citocromo ¢ oxidasa (IV); citocromo c (Cit

c); NADH deshidrogenasa alterna externa (NDH2e); glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH).

D. hansenii codifica una sola isoforma de cada una de las enzimas alternas (Veiga y
cols., 2003; Cabrera-Orefice y cols., 2014). La NDH2e de esta levadura es homodloga con las
tres NDH2 de S. cerevisiae y la NDH2e de Y. lipolytica. Esta secuencia estd anotada como
proteina hipotética DEHA2D07568p y corresponde a un precursor de 568 residuos (PM ~63
kDa). El alineamiento de secuencias arroja una identidad entre las cuatro proteinas por arriba
del 45% y una similitud por arriba del 60%. Un alineamiento adicional de los motivos
conservados de las NDH2 muestra una gran conservacion entre la secuencia de Y. lipolytica
y la de D. hansenii (Cabrera-Orefice y cols., 2014). La witGPDH de D. hansenii es homologa a
las isoformas de S. cerevisiae (Gut2p) y Y. Lipolytica (YALIOB13970p). La secuencia aparece
como proteina hipotética DEHA2E08624p y corresponde a un precursor de 652 residuos (PM
~72.5 kDa). El alineamiento calcula una identidad por arriba del 49% y una similitud por
arriba del 64% entre las proteinas (Cabrera-Orefice y cols., 2014). La AOX es homdéloga con
las isoformas constitutiva (1) e inducible (2) de Y. lipolytica y C. albicans. La secuencia
aparece como proteina hipotética DEHA2C03828p y corresponde a un precursor de 338
residuos (PM ~39.4 kDa) con 97.1% de probabilidad de importarse a la mitocondria (Cabrera-

Orefice y cols., 2014).
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Por otro lado, en D. hansenii, los complejos respiratorios |, Ill y IV se organizan en
forma de supercomplejos respiratorios (Cabrera-Orefice y cols., 2014), dada la presencia de
bandas de alto peso molecular con actividad de NADH deshidrogenasa (Figura 2B) y
citocromo ¢ oxidasa (Figura 2C) que se observan en geles nativos azules (BN-PAGE).
Ademas, la F1F,-ATP sintasa se observa en la forma dimérica (V2) y monomérica (V) (Figura
2D). En este estudio no se observaron bandas con actividad de complejo II, NDH2e o
vitGPDH en las regiones de los supercomplejos (datos no mostrados) por lo que parecen
encontrarse libres en la MMI. Con base en estos resultados, se propone que los
componentes de la cadena respiratoria de esta levadura pueden estar organizados segun el

modelo de plasticidad (Acin-Pérez y Enriquez, 2014).

A B C D

BN-PAGE NDH COX ATPasa
LM Dig Dig i

NDH2e

2
-1V,
-1V
SubV
NDH2e

Figura 2. Supercomplejos respiratorios encontrados en D. hansenii. (A) Las muestras mitocondriales

solubilizadas con lauril-maltésido (LM) (para separar los complejos en su forma individual) y digitonina (Dig)
(para preservar las asociaciones supramoleculares entre los complejos) se cargaron y corrieron en un gel nativo
azul (BN-PAGE) de gradiente (4-12%). (B) Tincion de actividad de NADH deshidrogenasa (NDH). (C) Tincion de
actividad de citocromo ¢ oxidasa (COX). (D) Tinciéon de actividad de ATPasa (en vista negativa). I, lll;, IV y V
corresponden a los complejos respiratorios “clasicos”. NDH2e: NADH deshidrogenasa alterna externa; Fy:
Fraccion soluble de la ATP sintasa; SubV: subcomplejos de ATP sintasa. Las estequiometrias de los
supercomplejos (SC) se indican con subindices y se estimaron con base en los pesos moleculares de los
complejos monoméricos de Y. lipolytica (no mostrado). Imagen modificada de Cabrera-Orefice y cols., 2014.
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1.5. Mecanismos de desacoplamiento fisiolégico en levaduras

En ausencia de sintesis de ATP (estado no fosforilante), el potencial transmembranal
mitocondrial (AY) se mantiene alto y la actividad de la cadena respiratoria disminuye. En esta
condicion, los electrones pasan lentamente a través de las diferentes oxidorreductasas
aumentando la probabilidad de que los radicales libres producidos a nivel de los complejos
respiratorios I, Il y Il reaccionen con el O, y se generen especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Koshkin y cols., 2003; Rottenberg y cols., 2009). La sobreproduccién de ROS puede
desencadenar procesos involucrados en la muerte celular, en el envejecimiento celular y en
el desarrollo de varios estados patolégicos. No obstante, las ROS tienen implicaciones
fisiolégicas ya que participan en la sefalizacion celular y en la regulacion metabdlica y
transcripcional (Nicholls y Ferguson, 2006).

En las mitocondrias existen mecanismos de eliminacion de ROS, como la superdxido
dismutasa, la glutation peroxidasa, etc. Sin embargo, con el fin de prevenir la
sobreproduccion de ROS, se ha propuesto que las mitocondrias pueden mantener un alto
flujo de electrones al activar diferentes sistemas de desacoplamiento fisiologicos de la
fosforilacién oxidativa finamente regulados (Guerrero-Castillo y cols., 2011). En general, son
de dos tipos: disipadores del gradiente de H* y oxidorreductasas que no bombean protones.
El primer tipo corresponde a los canales inespecificos mitocondriales (MUCs, por sus siglas
en inglés mitochondrial unspecific channels) y las proteinas desacoplantes (UCPs, por sus
siglas en inglés uncoupling proteins). En el segundo encontramos a las NADH
deshidrogenasas tipo Il (NDH2), oxidasas insensibles a cianuro (AOXs) y otras proteinas
transferidoras de electrones que no bombean H* (p. ej. glicerol-fosfato deshidrogenasa
mitocondrial).

Estos mecanismos se conocen en muchos organismos y en particular en diferentes
especies de levaduras. S. cerevisiae y D. hansenii expresan MUCs sensibles a la
concentracion de iones y moléculas como Mg?*, Ca?*, fosfato inorganico, ATP, entre otras
(Uribe-Carvajal y cols., 2011). Por otro lado, Y. lipolytica posee un acarreador mitocondrial de
oxaloacetato con actividad protonoférica; como las UCPs (Luévano-Martinez y cols., 2010).
Ademas, las tres especies expresan enzimas alternas junto a los otros complejos que
bombean H* o bien, pueden sustituir la funcion redox de alguna bomba que no esté presente.
Tal es el caso de S. cerevisiae que carece del complejo | pero la funcién de NADH

deshidrogenasa es catalizada por la NDI (Guerrero-Castillo y cols., 2011).
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1.5.1. Canales inespecificos mitocondriales (MUCs)

En diversos organismos, ocurre una transicion de la permeabilidad (TPM) cuando un
canal inespecifico de alta conductancia denominado canal inespecifico mitocondrial (MUC) o
poro de transicion de la permeabilidad (PTP) se abre y permite el libre paso de solutos a
través de la MMI. Este permite el paso de moléculas de entre 1.1 y 1.5 kDa (Jung y cols.,
1997). Una caracteristica particular de estos poros es su fluctuacién entre un estado abierto y
otro cerrado. La apertura del canal permite que los iones fluyan libremente entre el espacio
intermembranal y la matriz, abatiendo los gradientes quimicos (An) y eléctricos (AY). En
consecuencia, se acelera el consumo de oxigeno y las mitocondrias se hinchan (Bernardi y
cols., 1994; Zoratti y Szabo, 1995; Manon y Guérin, 1998). Originalmente, este canal se
describid en las mitocondrias de los mamiferos (referido como mPTP por sus siglas en inglés
mitochondrial permeability transition pore) (Beutner y cols., 1998). Mas tarde, se encontrd en
las mitocondrias de S. cerevisiae, en donde se le conoce como canal inespecifico
mitocondrial de levadura (YMUC por sus siglas en inglés yeast mitochondrial unspecific
channel) (Manon y Guérin, 1998).

Hasta ahora no se conoce el papel fisioldgico de estos canales, aunque su funcion los
involucra en la modulacion del acoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa, la disipacion de
energia en forma de calor, la detoxificacion de las ROS, la regulacion del volumen
mitocondrial y en la muerte celular (Bernardi y Petronilli, 1996; Crompton y cols., 1999;
Dedean y cols., 2000; Rostovtseva y cols., 2004). Diversos estudios sobre la sensibilidad del
mPTP a iones inorganicos como el Ca?", sugieren su participacion en la homeostasis de este
cation (Uribe-Carvajal y cols., 2011). Dicha regulacion se involucra en la transduccion de
diversas sefales, la importacion de proteinas mitocondriales o la termogénesis producida por
la disipacion del gradiente de H* (Crompton y cols., 1987).

Hipotéticamente, estos canales se forman por la interaccion de diversas proteinas en
sitios especificos entre la MMI y la MME (Figura 3). Los componentes del canal en las
mitocondrias de mamifero suelen tener otras funciones celulares; tal es el caso del canal
anionico dependiente de voltaje (VDAC), el acarreador de adenin nucleétidos (ANT), la
ciclofilina D (Cyp-D) y el acarreador de fosfatos (PiC) (Manon y cols., 1998). La propuesta de
que estas proteinas son parte del mPTP se debe a que la TPM es especificamente
promovida o inhibida por diversas moléculas que interacttan con ellas (Figura 3A)
(Halestrap, 1991; Baines y cols., 2005). EI VDAC es un canal localizado en la MME que
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permite el paso de iones, sustratos y moléculas pequenas del citosol al espacio
intermembranal. Se sugiere como una de las partes del canal debido a la sensibilidad de la
TPM al voltaje en estudios in vitro. En estudios de cromatografia de afinidad (usando Cyp-D
anclada), se retiene al VDAC, unido a su vez, con el ANT (Crompton y cols., 1998). El ANT
se ubica en la MMI y tiene como funcién primordial internalizar ADP a la matriz y sacar el
ATP sintetizado en la fosforilacion oxidativa. Ademas, la TPM se inhibe con
carboxiatractilésido; un inhibidor especifico del translocador (Halestrap, 1991). La Cyp-D es
una proteina matricial involucrada en el plegamiento de las proteinas que son importadas a
este compartimento. Su participacion en el mPTP se sugiere por la inhibicion de la TPM por
ciclosporina A (CsA). La CsA se une especificamente a la Cyp-D (Kroemer y cols., 1995). La
sensibilidad de la TPM a la variacion de la concentracion de fosfato inorganico sugiere que el
PiC es otro componente del canal. Actualmente se cuenta con mayor evidencia que apoya la
interaccién de estas proteinas en mitocondrias de mamiferos (Leung y cols., 2008; Uribe-
Carvajal y cols., 2011). Por otra parte, dependiendo del tipo de mitocondria y el organismo o
tejido de donde se obtengan, se pueden asociar otras proteinas al mPTP, p. €j.,, la
hexocinasa o la creatin cinasa (Manon y cols., 1998) (Figura 3A).

En estudios recientes se sugiere que los dimeros del complejo V forman canales y
participan en la formacion del mPTP (Bernardi, 2013). Una de las evidencias que sustentan
lo anterior es la asociacion de la Cyp-D con la subunidad OSCP del tallo periférico (Giorgio y
cols., 2013). En este caso, al disminuir la cantidad de OSCP se observa una menor TPM
inducida por Ca®*, el cual es un potente activador del mPTP. Los autores consideran que al
no ocurrir la interaccion de la Cyp-D con OSCP, disminuye la probabilidad de que el mPTP
se abra (Figura 3B panel a) y aumenta considerablemente la [Ca?"! requerida para que ocurra
la TPM (Figura 3B panel c). En contraste, cuando ocurre la uniéon de la Cyp-D, la cual es
favorecida por el Pi (Giorgio y cols., 2009) (Figura 3B panel b), incrementa la accesibilidad
del Ca** a los sitios de unién a metales y permite la apertura del mPTP (Figura 3B panel d).
La participacion del complejo V en la TPM también se observa en S. cerevisiae (Carraro y
cols., 2014) y D. melanogaster (von Stockum y cols., 2015).

De primera mano, se puede pensar que los modelos de la estructura del mPTP
difieren; sin embargo, se sabe que tanto el ANT como el PiC se encuentran asociados con el
complejo V formando el “sintasoma” (Chen y cols., 2004). Por tal motivo, no hay razén para

eliminar aun la posibilidad de que todas las anteriores formen parte del mPTP.
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Figura 3. Estructuras hipotéticas del PTP de mamiferos. (A) La estructura mas aceptada del mPTP se
compone principalmente del canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC), el acarreador de adenin nucleotidos
(ANT), el acarreador de fosfatos (PiC) y la ciclofilina-D (Cyp-D). En algunos casos se asocian la hexocinasa Il
(HK 1) y la creatin cinasa mitocondrial (CKmt) con la estructura principal. En este panel, se muestran algunos
de los iones y moléculas que promueven la apertura o el cierre del mPTP. Membrana mitocondrial interna (MMI)
y externa (MME) (B) Estructura propuesta por el grupo de Bernardi en donde la F,Fo-ATP sintasa en su forma
dimérica constituye directamente el mPTP. El canal se cierra en ausencia de ca® y Cyp-D (a). En esta
condicion, una elevada [Ca2+] puede inducir la TPM (c). La presencia de Pi favorece la unién de la Cyp-D a la
subunidad OSCP del tallo periférico (mostrada en rojo) (b) e induce la TPM a menor [Ca2+] (d). Imagenes
modificadas de Zamzami y Kroemer, 2001 (A) y Bernardi, 2013 (B).
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En las mitocondrias de S. cerevisiae, también existe un canal inespecifico de alta
conductancia: el YMUC, equivalente al mPTP (Jung y cols., 1997). La sensibilidad del YMUC
es diferente a la descrita para el mPTP y no se cuenta con un modelo concertado de su
estructura. Algunos estudios sugieren que la composicién del YMUC es muy similar a la del
mPTP con la diferencia de que en levaduras no se encuentra la Cyp-D (Manon y cols., 1998).
En trabajos de nuestro grupo se describen la participacion del VDAC (Gutiérrez-Aguilar y
cols., 2007) y del PiC (Gutiérrez-Aguilar y cols., 2009) en la TPM de esta levadura, lo que
sugiere que tanto el mPTP como el YMUC poseen una estructura altamente conservada
(Uribe-Carvajal y cols., 2011).

La regulacion de los canales inespecificos varia de acuerdo con las caracteristicas tanto
del YMUC como del mPTP (Tabla A). Al comparar ambos poros se observa que son
principalmente anidnicos y permiten el paso de moléculas de tamafo similar (Jung y cols.,
1997; Manon y cols., 1998). Ambas estructuras atraviesan las MMI y MME, por lo que deben
encontrarse en los sitios de contacto intermembranales (Uribe-Carvajal y cols., 2011). La
apertura del mPTP se induce cuando aumenta la concentracion de fosfato inorganico y es
inhibida por ATP, mientras que el YMUC se cierra en presencia de Pi y se abre con ATP
(Manon y Guérin, 1997; Pérez-Vazquez y cols., 2003). Esto sugiere que la carga energética
controla la apertura del canal (Wallace y cols., 1994). Al abrirse éste, se disipa el AY vy
permite la aceleracién del flujo de electrones y la disminucion de ROS. Al igual que el Pi,
otros aniones como son el arsenato, el sulfato (Cortés y cols., 2000), el propionato y el
decavanadato (Manon y cols., 1998) son capaces de cerrar el YMUC. Ante esto, se plantea
la existencia de sitios especificos de interaccion en los componentes del poro (Gutierrez-
Aguilar y cols., 2007; Uribe-Carvajal y cols., 2011).

En contraste con lo observado en el mPTP, el Ca®* no es capaz de abrir el YMUC ni
promover la TPM por si solo (Jung y cols., 1997). Sin embargo, las mitocondrias de S.
cerevisiae pueden ser capaces de llevar a cabo una TPM inducida por Ca?", cuando se
agregan ionoforos como el ETH129 o la alameticina (Yamada y cols., 2009). En cambio, el
Mg2+ es capaz de inhibir la transicién de la permeabilidad en ambos poros (Bernardi y cols.,
1994; Pérez-Vazquez y cols., 2003). Por otro lado, el carboxiatractilésido y el acido
bongkrékico cierran tanto el mPTP como el YMUC (Halestrap, 1991), al unirse
especificamente al ANT (Halestrap y Brennerb, 2003). En estudios recientes, se ha

observado que el mersalil es capaz de inducir el hinchamiento mitocondrial, posiblemente por
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unirse al PiC e inducirle un cambio conformacional que permite su apertura (Gutiérrez-Aguilar
y cols., 2009). Como se menciono, la CsA inhibe el PTP a nivel de la Cyp-D (Baines y cols.,
2005) pero no tiene actividad en el YMUC, probablemente porque en la levadura no se
codifica esta proteina. Ademas, la hexil y octilguanidina cierran el YMUC a nivel del VDAC1
(Pérez-Vazquez y cols., 2003; Gutierrez-Aguilar y cols., 2007).

En las mitocondrias de D. hansenii ocurre una TPM modulada por la apertura y cierre
de un MUC. En este caso el canal (,hMUC) es sensible a cambios en la concentracion de
diversos iones como el fosfato, el Ca*, el MgZ+ y particularmente, por los cationes
monovalentes Na* y K* (Cabrera-Orefice y cols., 2010). Esta sensibilidad es atipica, ya que
no se presenta en ninguna de las mitocondrias caracterizadas. Por esta razon, se propone
que las mitocondrias de D. hansenii poseen capacidades de adaptacién que les permiten por
un lado, resistir la alta concentracion de cationes monovalentes que ingresan al citosol y por
otro, modular y optimizar su funcionamiento sélo en presencia de éstos (Sanchez y cols.,
2008; Cabrera-Orefice y cols., 2010).

Tabla A. Principales efectores de los canales inespecificos mitocondriales de mamifero
(mPTP), S. cerevisiae (YMUC) y D. hansenii (p,MUC)

Efector mPTP  YMUC p,MUC
Fosfato + - -
ca” + - -
Mg2+ _ _ _
Na'/K* x x -
ATP - + +
Ciclosporina A - x x
Acido Bongkrékico - - ?
Alquil-guanidinas - - ?
Carboxiatractilésido + - ?
Decavanadato + - -
Mersalil + + +

*Simbologia: abre el poro (+); cierra el poro (=); no tiene efecto (x); no se sabe el efecto (?)
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1.5.2. Enzimas redox que no bombean protones

En las cadenas respiratorias ramificadas, ademas de la reaccién llevada a cabo por el
complejo |, la Q puede ser reducida por diferentes oxidorreductasas que no funcionan como
bombas de protones. Ejemplos de éstas son el complejo I, las NDH2s (internas y externas),
la dihidroorotato deshidrogenasa mitocondrial, la flavoproteina transferidora de electrones
(ETF:ubiquinona oxidorreductasa) y la wtGPDH. Ademas, el ubiquinol puede ser oxidado por
dos diferentes rutas: la via citocromica (lll-cit c-IV) o por la via alterna, que consta
unicamente de la AOX. Producto de lo anterior, existen multiples rutas de transporte de
electrones desde los equivalentes reductores (p. €j. NADH, succinato, glicerol-fosfato) hasta
el O,.

En general, se proponen diversas funciones para los componentes alternos: a) disipar la
energia en forma de calor; b) continuar con el transporte de electrones en condiciones de
saturacion del flujo (cuando hay elevado AY); c¢) consumir equivalentes reductores sin
generar ATP (desacoplamiento fisiologico) y d) permitir el reciclaje de la poza de piridin
nucledtidos y otros intermediarios para continuar con el ciclo de Krebs y otras vias asociadas
a ésta (Lambers, 1982). Ademas, se sugiere que tienen un papel importante sobre la
prevencion de la formacion de ROS (Popov y cols. 1997) y en la regulacion del estado redox
del citosol.

La estequiometria del bombeo de protones acoplado a la transferencia de electrones
depende del numero de bombas que intervienen en cada ruta (Figura 4). Por tal motivo, el
numero de protones bombeados por par de electrones puede variar de 10 H*/2e” (cuando se
utilizan los complejos |, lll y IV) (Figura 4A) a cero (Figura 4E). Esto ultimo en el caso de que
el QH, se genere por las NDH2i o el complejo Il y se oxide por la AOX. Por ende, en estas
reacciones redox no hay cambios en el gradiente electroquimico de protones. En el caso de
las mitocondrias aisladas puede disminuir hasta -1 H*/2e” (Guerrero-Castillo y cols., 2011).
Esto ultimo se da en el caso de que los electrones sean transferidos del NADH al oxigeno
por medio de la NDH2e y la AOX (Figura 4F). Esto se debe a que la flavina de la NDH2e
recibe un anion hidruro del NADH, el cual es transferido a la ubiquinona para generar la
especie QH" (ubiquinol desprotonado). Esta especie capta un protdon del espacio
intermembranal para formar QH,. Al ser oxidado el ubiquinol por la AOX, los protones son

liberados hacia la matriz o utilizados en la formaciéon de agua a partir de oxigeno. Como
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resultado neto, un protén desaparece del espacio intermembranal, y disminuye asi el
gradiente electroquimico de protones.

Cuando los complejos Il y IV son las unicas bombas de protones involucradas (Figura
4B y C) se espera que el nimero de protones bombeados sea el mismo (6 H'/2e’). No
obstante, en mitocondrias aisladas un proton del espacio intermembranal es utilizado para la
reduccién de la Q a QH; y, posteriormente, el complejo Ill lo regresa al mismo espacio. En
este caso no se puede considerar como bombeado y el cociente disminuye a 5 H*/2e

(Guerrero-Castillo y cols. 2011).

NADH+ H' NAD*

Figura 4. Diferencias en el numero de bombas de protones que participan en el transporte de
electrones de las cadenas respiratorias ramificadas. (A) Al tener las tres bombas activas se transportan
10 H'/2¢" al espacio intermembranal. (B) Dos bombas activas, 6 H'/2e". (C) Dos bombas activas, 5 H'/2e". (D)
Una bomba activa, 4 H'/2e"; (E) cero bombas, 0 H*/2e”; (F) cero bombas, -1 H'/2e". I, Il, lll, y IV: complejos
respiratorios “clasicos”; NDH2e: NADH deshidrogenasa alterna externa; AOX: oxidasa alterna. Imagen

modificada de Guerrero-Castillo y cols., 2011.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debaryomyces hansenii contiene dos posibles mecanismos de desacoplamiento
fisiolégicos de la fosforilacion oxidativa: a) el canal inespecifico mitocondrial (pnMUC) y b) la
cadena respiratoria ramificada. Ambos se describen unicamente en mitocondrias aisladas de
células cosechadas en la fase exponencial de crecimiento (Cabrera-Orefice y cols., 2010;
2014). En ésta, los requerimientos energéticos celulares son elevados, por lo que el flujo de
electrones debe ocurrir preferencialmente a través de la via citocromica. Lo anterior debe
ocurrir para garantizar la mayor eficiencia de la fosforilacion oxidativa posible (en términos de
ATP producido por par de electrones transferidos al O;) (Guerrero-Castillo y cols., 2012). En
dicho escenario deben evitarse la transferencia de electrones por las oxidorreductasas
alternas y/o que el ppMUC se abra y se pierda el AY. Sin embargo, cuando las necesidades
energéticas disminuyen (p. €j. en la fase estacionaria de crecimiento), la activacion de estos
sistema de desacoplamiento resultan mas utiles.

En primer lugar, la posibilidad de enviar electrones al oxigeno por la via alterna (no
acoplada con el bombeo de protones ni la sintesis del ATP) establece un consumo de
oxigeno constante que evita la acumulacion de acarreadores reducidos (NADH, FADH,, QH,,
etc.) y de la semiquinona que puede generar anion superoxido (Guerrero-Castillo y cols.,
2011). En D. hansenii, el antecedente mas importante que sugiere que hay diferencias a nivel
de la cadena respiratoria ramificada entre diferentes fases de crecimiento es que la
respiracion resistente a cianuro se manifiesta Unicamente en la fase estacionaria (en medio
fermentable, YPD-Na") (Veiga y cols., 2003b).

En segundo lugar, la apertura del ppMUC abate el AY y ocasiona que el consumo de
oxigeno se mantenga alto gracias a que las bombas trabajan mas rapido y desacopladas de
la sintesis del ATP. Paradéjicamente, no se cuenta con estudios reportados que describan el
funcionamiento del MUC en situaciones de baja demanda energética.

Por estas razones, resulta interesante estudiar la fosforilacion oxidativa de esta levadura
en la fase estacionaria de crecimiento y describir la participacion de los dos sistemas de

desacoplamiento en esta condicion.
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3. HIPOTESIS

Los sistemas de desacoplamiento fisiolégico de la fosforilacion oxidativa de D. hansenii

deben activarse en la fase estacionaria de crecimiento.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Caracterizar la fosforilacion oxidativa y los sistemas de desacoplamiento

fisiologicos mitocondriales de D. hansenii en distintas fases de crecimiento.

4.2. Objetivos Particulares

e Determinar el consumo de oxigeno y el acoplamiento respiratorio en mitocondrias
aisladas de D. hansenii en diferentes fases y tiempos de crecimiento.

e Comparar la actividad respiratoria de mitocondrias aisladas de células cultivadas
en fuente de carbono fermentable y no fermentable.

e Determinar la respiracion resistente a cianuro en mitocondrias aisladas de células
cultivadas en diferentes fases de crecimiento y fuentes de carbono.

e Caracterizar la transicidon de la permeabilidad en mitocondrias aisladas de células

cultivadas hasta la fase estacionaria de crecimiento.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales quimicos

Todos los materiales quimicos que se utilizan son de la mas alta pureza asequible
comercialmente. Los materiales para realizar los ensayos experimentales, como D-sorbitol,
D-glucosa, D-galactosa, Trizma® base (Tris), antiespumante A, acido malico, acido piruvico,
acido succinico, acido maléico, DL-a-glicerofosfato, ditionita de sodio, ADP, NADH, NAD",
rotenona, batofenantrolina, piridoxal-5’-fosfato, purpura de bromocresol, p-mercaptoetanol,
EGTA, nistatina, n-dodecil B-D-maltosido (LM), cloruro de nitrotetrazolio azul (NTB), CCCP,
safranina-O son de Sigma Chem Co. (St. Louis, MO, EUA). La diaminobencidina (tetracloruro
hidrato) es de Fluka. La Probulmin™ (albimina sérica bovina, BSA) es de Millipore (Billerica,
MA, EUA). La bacto-peptona y el extracto de levadura, son de BD Bioxon (Franklin Lakes,
NJ, EUA). EI NaCl, KCI, MgCl,, NaCN, acido fosfdrico, ferricianuro de potasio y el acido DL-
lactico son de J.T. Baker (Center Valley, PA, EUA). La zimoliasa 20 T es de Seigaku Corp.
(Tokio, Japon). El azul de Coomassie G es de SERVA (Heidelberg, Alemania). La acrilamida,
el azul de Coomassie® brillante G-250 y todos los reactivos utilizados para electroforesis son
de BIO-RAD (Richmond, CA, EUA).

5.2. Materiales biolégicos
Se utilizé la cepa Y7426 de Debaryomyces hansenii (US Department of Agriculture,
Peoria, IL). Esta se mantuvo en cajas de cultivo con medio sélido YPGal-NaCl (extracto de

levadura 1%, bacto-peptona 2%, galactosa 2%, NaCl 1 M y bacto-agar 2%) a 4 °C.

5.3. Cultivo de las levaduras
Se emplearon como medios de crecimiento el YPLac—NaCl (extracto de levadura 1%,
bacto-peptona 2%, lactato 2% y NaCl 0.6 M, pH 5.5) y el YPD-NaCl (extracto de levadura
1%, bacto-peptona 2%, dextrosa 2% y NaCl 0.6 M). Para obtener una biomasa suficiente de
levadura, se inocularon tres precultivos de 100 mL del medio liquido (YPD-NaCl o YPD-NacCl)
y se colocaron en agitacion continua a 250 rpm durante 24 hrs en un cuarto de temperatura
constante (~30°C). Posteriormente, los precultivos se vaciaron en matraces con 750 mL del
mismo medio y se continud la incubacion bajo las mismas condiciones hasta llegar a las 15,
20, 24,48, 72 y 96 hrs (en YPLac-NaCl) o 12, 18, 22, 48, 72 y 96 hrs (en YPD-NaCl).
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5.4. Aislamiento de las mitocondrias

Las células se cosechan por centrifugacién y se lavan con agua bidestilada. A
continuacion, se resuspenden en el medio de aislamiento (D-sorbitol 1 M, Tris-maleato 10
mM y BSA 0.2%, pH 6.8) y se mantienen en hielo durante diez minutos. Para la obtencion de
las mitocondrias, se homogenizan las células con perlas de vidrio (0.5 mm de diametro). La
levadura resuspendida se vacia en una camara del “bead-beater” (Biospec products, EUA)
enfriada con hielo durante media hora y se somete a cuatro ciclos de ruptura de 20 seg con
intervalos de 2 min de reposo entre cada ciclo. Después de la homogeneizacion, las
mitocondrias se aislan por centrifugacion diferencial a 4°C (Cabrera-Orefice y cols., 2010), en
una centrifuga Sorvall RC-5B y rotores FIBERIlite® F21-8x50y y F14-6x250y. El primer
homogenado se centrifuga a 5000 rpm durante 5 min; se recupera el sobrenadante y se
centrifuga a 12,000 rpm durante 15 min. El paquete obtenido se resuspende en medio de
aislamiento fresco con un pincel fino y a continuacion se centrifuga nuevamente segun lo
descrito arriba. El paquete mitocondrial final se resuspende en 500 pyL del medio de
aislamiento a 4°C y se mantiene en hielo durante la cuantificacion de proteina y los

experimentos.

5.5. Obtencion de esferoplastos permeabilizados

Los esferoplastos de D. hansenii se generaron a partir de un protocolo desarrollado para
S. cerevisiae (Avéret y cols., 1998) con algunas modificaciones. Las células se cultivan hasta
la fase exponencial (24 hrs) o estacionaria (96 hrs) en YPLac-NaCl. Posteriormente, se
cosechan por centrifugacion (5000 rpm, 5 min), se lavan con agua bidestilada y se vuelven a
centrifugar. El paquete de células se resuspende en amortiguador SH (3-mercaptoetanol 0.5
M, Tris 0.1 M, pH 9.3) y se incuba durante 10 minutos a 30°C. Las células se centrifugan y se
lavan dos veces con medio de lavado (KCI 0.5 M, Tris 10 mM, pH 7). A continuacion, las
células se resuspenden en medio de digestion (Sorbitol 1.35 M, EGTA 1 mM, fosfatos 0.2 M,
pH 7.4) y se agrega zimoliasa 20 T (5 mg/g peso seco) para romper la pared. La progresion
de la digestiéon se monitorea espectrofotométricamente a 600 nm y se detiene cuando la
turbidez de la muestra diluida en agua bidestilada (1:10) disminuye al valor que tiene una
dilucién 1:100 del control (sin enzima). Los esferoplastos resultantes se centrifugan (2500
rom, 5 min) y se lavan tres veces con el amortiguador de protoplastos (sorbitol 1.2 M, Tris-

maleato 10 mM, pH 6.8) y el paquete final se resuspende en amortiguador de esferoplastos
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(sorbitol 1 M, KCI 75 mM, MgCl, 5 mM, EGTA 0.5 mM, Tris-fosfato 20 mM, Tris-maleato 10
mM, BSA 0.2%, pH 6.8). Para permeabilizar se adiciona nistatina (20 pg/mL) a una
suspension de esferoplastos (1 mgProt/mL) y se burbujea aire a la solucion durante 10

minutos para consumir los sustratos respiratorios enddégenos.

5.6. Cuantificacioén de proteina

La concentracion de proteina se determina por el método de Biuret (Gornal et al., 1949)
en un espectrofotometro Beckman DU-50 a 540 nm. A 2 mL del reactivo de Biuret (que
contiene CuSQO,4) se le afnaden 125 uL de desoxicolato de sodio al 5%, 350 ul de agua
destilada y 25 ul de la suspension de mitocondrias o esferoplastos. La interaccion del ion
Cu?* con los enlaces peptidicos genera una coloracién violeta cuya absorbencia es
proporcional a la concentracién de proteina de la muestra. Se emplea BSA para realizar la

curva estandar.

5.7. Consumo de oxigeno y acoplamiento respiratorio

La velocidad del consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas se determina en estado
de reposo (edo. IV, en presencia de un sustrato oxidable y sin ADP) y en estado fosforilante
(edo. lll, en presencia de un sustrato oxidable y ADP) con un electrodo tipo Clark conectado
a un oximetro Strathkelvin Instruments® modelo 782 (North Lanarkshire, Escocia) acoplado a
una computadora para el registro de los datos. La camara de reaccion (vol. final 1 mL) se
mantiene a 30°C. Como medio de respiracion se utiliza una solucién de sorbitol desionizado
1 M, Tris-maleato 10 mM (pH 6.8), Tris-fosfato 10 mM, KCI 75 mM y MgCIl, 1 mM. Como
sustratos respiratorios se utilizan piruvato 10 mM - malato 10 mM, succinato 10 mM, glicerol-
fosfato 10 mM o NADH 1 mM, segun el ensayo. La concentracidon de fosfato, Mg®* y K* se
modulan para abrir o cerrar el MUC (Cabrera-Orefice y cols., 2010). Para inducir el estado
fosforilante (lll) se agrega a la mezcla de reaccion 500 uM de ADP. Los valores del control
respiratorio (CR) se obtienen al dividir el valor del consumo de O, en estado Il sobre el del
estado IV. Se utiliza una concentracion final de proteina mitocondrial o de esferoplastos de
0.5 6 1 mg/mL, respectivamente. Para inhibir especificamente a los componentes de la
cadena respiratoria se agregan distintos inhibidores como son rotenona, flavona, antimicina
A, cianuro y propil-galato (Cabrera-Orefice y cols., 2014). Las concentraciones de los
sustratos e inhibidores se muestran debajo de cada figura.
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5.8. Electroforesis nativa azul (BN-PAGE) y actividades en gel.

La separacion de los complejos respiratorios se realiza mediante electroforesis nativa
azul (BN-PAGE) (Schagger y von Jagow, 1991; Wittig y cols., 2006). Para esto, la
preparacion mitocondrial se resuspende en un amortiguador de acido aminocaproico 750 mM
e imidazol 25 mM (pH 7.0) y se solubiliza con lauril-maltésido (LM) en una relacién de 2
mg/mg Prot. Después, se ultracentrifugan las muestras a 33,000 rpm durante 20 min a 4°C. A
los sobrenadantes se les agrega azul de Coomassie 5% (10 uL/mgProt) y se cargan en geles
de gradiente de poliacrilamida (4-12 %) y se corre la electroforesis a un amperaje constante
de 30 mA/gel aprox. tres horas a 4°C. La poliacrilamida del gel concentrador se encuentra al
4%. En el caso de los geles BN, primero se utiliza el amortiguador del catodo 1 (Tricina 50
mM, imidazol 7.5 mM, azul de Coomassie G Serva 0.02 %) hasta un tercio del gel; para los
dos tercios siguientes es necesario cambiar al amortiguador del catodo 2 (Tricina 50 mM,
imidazol 7.5 mM, azul de Coomassie G Serva 0.002 %). En cada carril se cargan 0.5 mgProt
para geles grandes (17x12 cm). Al finalizar la corrida electroforética, los geles se deben
incubar en el amortiguador de la actividad que se desea revelar o bien tefirse con azul de
Coomassie® brillante G-250 para incrementar la definicion de las bandas de proteina.

Para determinar la actividad de NADH deshidrogenasa (NDH) se incuba al gel BN en
una solucion que contiene Tris 10 mM (pH 7.0), 0.5 mg de cloruro de nitrotetrazolio azul
(NTB)/mL y NADH 1 mM (Vol. final 50 mL). Normalmente, la tincion de NDH se revela entre
15 y 30 min como un precipitado de color morado. En esta reaccion, el NADH puede oxidarse
por la flavina del complejo |, NDH2 y otras deshidrogenasas dependientes de NAD™; esta
ultima reduce directamente al NTB.

Por otro lado, para determinar la actividad de citocromo c oxidasa (COX) el gel BN se
incuba en un amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM (pH 7.4), 10 mg de citocromo c y 20
mg de diaminobencidina. La actividad de COX se revela entre 30 min y 2 hrs como un
precipitado de color café oscuro. Esta tincion es especifica para el complejo IV, aunque si se
realiza en ausencia del citocromo ¢ puede revelarse con menor sensibilidad la actividad de

otras proteinas que contienen citocromos (p. ej. complejo Ill) (Wittig y cols., 2007).

5.9. Contenido de citocromos
Se determinan mediante la obtencion de espectros diferenciales. Primero, se obtienen

los espectros oxidados con mitocondrias solubilizadas con LM agregando ferricianuro de
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potasio 0.25 mg/mL a la celda de reaccion. Estos espectros se asignan como lineas basales.
Después, se agrega ditionita de sodio en las mismas celdas para obtener los espectros
reducidos. El barrido se realiza de 500 a 675 nm en un espectrofotdmetro AMINCO DW2000.
Se utiliza una concentracion de 5 mg/mL. Se pueden utilizar mitocondrias aisladas
directamente para estos ensayos; sin embargo la solubilizacion con LM incrementa la senal
de los citocromos y ademas disminuye el ruido durante las lecturas. El contenido de
citocromos por mgProt se calcula con los siguientes valores de los coeficientes de extincion
molar: Aggsso = 16.5 mM™ cm™ (citocromos a+as); Agssssy = 28 mM™ em™ (citocromo b) y

Agsszse = 19.1 mM™ em™ (citocromos c+c,) (Yonetani y cols., 1960; Berden y Slatter, 1970).

5.10. Actividad enzimética de las deshidrogenasas dependientes de NAD"

Para determinar la actividad de la piruvato deshidrogenasa (PDH) y malato
deshidrogenasa (MDH), enzimas del ciclo de Krebs, se utiliza el protocolo descrito por
Cooney y cols. (1981) La generacion de NADH se sigue espectrofotométricamente a 340 nm
a temperatura ambiente. Para iniciar la reaccidn se adiciona piruvato 10 mM o malato 10 mM,
respectivamente. En cada caso, se determinan las actividades en condiciones de sustrato
saturantes y en presencia de NAD* 1 mM para las dos enzimas. La concentracion de
proteina mitocondrial que se usa es de 0.5 mg/mL. Mezcla de reaccion: Sorbitol 1 M, Tris-
maleato 10 mM (pH 6.8), Triton X-100 0.05%. EIl Triton X-100 se agrega para permeabilizar
las mitocondrias. So6lo para medir la PDH se agrega a la mezcla de reaccion Coenzima A
0.63 mM, pirofosfato de tiamina 1 mM vy ditiotreitol 1 mM. Para prevenir la reoxidacion del
NADH matricial se agrega rotenona 50 uM para inhibir al complejo I. Las lineas basales se
obtienen en ausencia de sustratos y el valor de sus pendientes se resta en cada caso. El

coeficiente de extincion molar del NADH que se utiliza es de 6.22 x 10° (M cm)™.

5.11. Potencial transmembranal (A¥)

El potencial transmembranal se determina con el colorante catiénico naranja de
safranina (safranine-O). Esta molécula interactua con la membrana mitocondrial cuando se
genera el AY (negativo al interior), cambiando de color. Los cambios se determinan a 511-
533 nm en un espectrofotometro Aminco DW 2000 en modo dual a temperatura ambiente. En
este caso, la absorbencia aumenta cuando hay un incremento en el AY (Akerman y
Wikstrom, 1976). Para estos ensayos se emplean las mismas condiciones y medio de
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respiracion que en las oximetrias; s6lo se agrega naranja de safranina 10 uM a la celda de
reaccion. Se utiliza una concentracién final de proteina mitocondrial de 0.5 mg/mL. Para
abatir el AY, se agrega a la celda de reaccién el protonéforo p-clorocarbonilcianuro
fenilhidrazona (CCCP) 5 uM.

5.12. Busqueda, alineamiento y analisis de secuencias de proteinas

El genoma de D. hansenii se encuentra completamente secuenciado (Dujon y cols.,
2004; Sherman y cols., 2009) y disponible en la base de datos del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés National Center for Biotechnology
Information). Para buscar y comparar secuencias proteicas de diferentes especies se utiliza
la interfaz web de la Herramienta Basica de Busquedas de Alineamientos Locales (BLAST
por sus siglas en inglés Basic Local Alignment Search Tool). Las secuencias de aminoacidos
candidatas de D. hansenii, se alinean por pares y de manera simultanea con las de otras
levaduras como S. cerevisiae y Y. lipolytica. Ademas, con esta herramienta se obtienen los
porcentajes de identidad y similitud y otros parametros de la comparacion entre las

secuencias de aminoacidos analizadas.
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6. RESULTADOS

Hasta este momento, la fosforilacion oxidativa de D. hansenii se estudié unicamente en
mitocondrias aisladas de células cultivadas hasta la fase exponencial tardia (24 hrs). En
dichas muestras se encontraron dos posibles mecanismos de desacoplamiento fisiologicos:
a) la presencia de enzimas alternas que no bombean protones y b) el p,,MUC. En condiciones
experimentales éptimas, es decir, en presencia de sustratos respiratorios, fosfato, K* y Mgz+,
las mitocondrias aisladas presentan acoplamiento respiratorio, sintetizan ATP y generan un
AY elevado (Cabrera-Orefice y cols., 2010). Sin embargo, en esta fase de crecimiento, donde
los requerimientos energéticos celulares son elevados, los sistemas de desacoplamiento
deben encontrarse inactivos para evitar pérdidas de energia. Por tal motivo, se sugiere que
estos mecanismos ofrecen una mayor utilidad en condiciones de baja demanda energética;
por ejemplo, en la fase estacionaria de crecimiento (Guerrero-Castillo y cols., 2011). Con
esto en mente, se caracterizo la fosforilacidn oxidativa y los dos posibles mecanismos de

desacoplamiento fisiolégicos en la fase estacionaria de crecimiento de esta levadura.

6.1. En D. hansenii, la respiracion resistente a cianuro depende de la fase de
crecimiento y de la fuente de carbono del medio.

La respiracion resistente a cianuro (RRC) se presenta en especies que expresan a la
oxidasa alterna (AOX) (Veiga y cols., 2000). Previamente, Veiga y cols. (2003c), encontraron
este fendmeno Unicamente en células completas de D. hansenii en la fase estacionaria de
crecimiento. Ademas, reportaron la existencia del gen de la AOX en esta levadura. Sin
embargo, en estudios recientes de nuestro grupo, se demuestra la presencia de RRC en
mitocondrias aisladas de D. hansenii obtenidas de cultivos cosechados en la fase
exponencial (Cabrera-Orefice y cols., 2010). Esto nos llamé mucho la atencién porque
contrasta con lo reportado por Veiga y cols. (2003c), quienes no observaron RRC en dicha
fase. Cabe sefalar que dicho estudio se realizé en células cultivadas en YPD-NaCl (medio
fermentable); mientras que nosotros utilizamos el YPLac-NaCl (medio no fermentable). Este
ultimo se utiliza para obtener una mayor cantidad de biomasa mitocondrial (Cabrera-Orefice y
cols., 2010). Con base en lo anterior, se estudid la RRC en mitocondrias aisladas de células

de D. hansenii cultivadas en ambos medios y en diferentes fases de crecimiento.
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Se determind la actividad de la AOX y su activacion por AMP (Cabrera-Orefice y cols.,
2014) en diferentes tiempos de cultivo con ensayos de consumo de oxigeno. Se aislaron las
mitocondrias de células cultivadas en YPLac-NaCl y cosechadas a las 15, 20, 24, 48, 72 y 96
hrs; y cultivadas en YPD-NaCl y cosechadas a las 12, 18, 22, 48, 72 y 96 hrs. Los primeros
tres tiempos de cultivo corresponden a la fase exponencial de crecimiento y los tres ultimos a
la fase estacionaria de crecimiento en cada medio. La diferencia de horas de cultivo en la
fase exponencial se debe a que en YPD-NaCl el tiempo de duplicacion es menor. Las medias
logaritmicas en YPLac-NaCl y YPD-NaCl son 20 y 18 hrs, respectivamente. La actividad
respiratoria se determind antes y después de agregar NaCN 500 uM (para inducir la RRC) y
en presencia de succinato 10 mM como sustrato respiratorio. En todos los casos, se
agregaron las concentraciones de iones inorganicos ideales para inhibir la TPM (Tris-fosfato
10 mM, MgCl,; 1 mM y KCI 75 mM) (Cabrera-Orefice y cols., 2010).

En el caso de las muestras obtenidas de YPLac-NaCl, la RRC fue de ~20-25% del total
de la actividad respiratoria en todos los tiempos de cultivo (Figura 5A, circulos negros).
Ademas, estos ensayos se realizaron en ausencia y presencia de AMP 1 mM para observar
la activacién de la AOX en cada fase (Figura 5A, circulos vacios). En cada caso, la RRC
aumento en ~13-15% y no encontramos diferencias significativas entre los tiempos de cultivo.

En contraste, en las muestras obtenidas de YPD-NaCl, no se observd RRC a 12 hrs de
cultivo, ésta aparecié en menor valor a las 18 hrs (~13%) y alcanzo6 su valor maximo a partir
de las 22 hrs (~25%) (Figura 5B, circulos vacios). Este ultimo no aumentd en las muestras de
la fase estacionaria (48, 72 y 96 hrs). La adicion de AMP 1 mM no mostré efecto a las 12 hrs,
lo que confirmé que la AOX no esta presente aun (Figura 5B, circulos vacios). A las 18 hrs, el
AMP promovié una pequefa activacion de ~5% (Figura 5B, circulos vacios). La maxima
activacion se observd en las muestras de 22, 48, 72 y 96 hrs, en donde tuvo un valor de
~15% (Figura 5B, circulos vacios).

Este resultado es interesante debido a que se observd un efecto de la fuente de
carbono sobre la expresién de la AOX. Estos datos sugirieron que la expresién de esta
proteina no necesariamente depende de la fase de crecimiento, como lo postulan Veiga y
cols., (2003c). Cuando se utilizé dextrosa como fuente de carbono, la RRC méaxima se
obtuvo en la fase exponencial tardia (22 hrs), mientras que en presencia de lactato, ésta se

encontro presente en ambas fases de crecimiento.
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Figura 5. Respiracion resistente a cianuro (RRC) en mitocondrias aisladas de D. hansenii en
diferentes fases de crecimiento y tiempos de cultivo. El consumo de oxigeno se determiné en estado IV
(no fosforilante) con succinato 10 mM como sustrato respiratorio. Se agregé NaCN 500 uM para promover la
RRC. Los porcentajes de la RRC de muestras de fase exponencial (exp.) y fase estacionaria (est.) obtenidas de
células cultivadas en (A) YPLac-NaCl o (B) YPD-NaCl a diferentes tiempos de cultivo se muestran en circulos
rellenos (e). Los porcentajes de la RRC en presencia de AMP 1 mM se muestran en circulos vacios (o). Mezcla
de reaccion: Sorbitol 1 M, Tris-maleato 10 mM (pH 6.8), KCI 75 mM, Tris-fosfato 10 mM, MgCl, 1 mM (vol. final

1 mL; temperatura 30 °C). Datos de tres experimentos independientes (promedio + D.E.).
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6.2. En D. hansenii, la actividad respiratoria dependiente del complejo | disminuye en
la fase estacionaria de crecimiento.

Los datos anteriores dieron la pauta para estudiar si otros componentes de la cadena
respiratoria ramificada de D. hansenii cambian su expresion o actividad en la fase
estacionaria. Se aislaron mitocondrias de células cultivadas a diferentes tiempos en YPLac-
NaCl (15, 20, 24, 48, 72 y 96 hrs) o YPD-NaCl (12, 18, 22, 48, 72 y 96 hrs). Se determiné el
consumo de oxigeno en estado Il y IV de las diferentes preparaciones mitocondriales (Tabla
B y C) con cuatro sustratos diferentes: piruvato-malato 10 mM, succinato 10 mM, NADH 1
mM vy glicerol-fosfato 10 mM. Se agrego rotenona 50 puM al utilizar los tres ultimos sustratos
para inhibir al complejo I. En todos los casos, se agregaron las concentraciones de iones
inorganicos ideales para inhibir la TPM (fosfato 10 mM, MgCl, 1 mM y KCI 75 mM) (Cabrera-
Orefice y cols., 2010).

En presencia de la mayoria de los sustratos respiratorios (succinato, NADH y glicerol-
fosfato), las velocidades de consumo de oxigeno en la fase exponencial no mostraron
cambios significativos, mientras que en la fase estacionaria aumentaron ligeramente (Tablas
B y C). Ademas, con estos tres sustratos, los controles respiratorios (CRs) no cambiaron
significativamente entres los tiempos de cultivo (Tablas B y C). Por otro lado, en presencia de
piruvato-malato, las muestras de la fase exponencial presentaron el maximo acoplamiento
respiratorio; CR 2.33 + 0.03 y 2.2 + 0.13, en YPLac-NaCl y YPD-NaCl, respectivamente
(Figura 6). Con el mismo sustrato, se observo una disminucion considerable en el consumo
de oxigeno (Tablas B y C) y el acoplamiento respiratorio (Figura 6) de las preparaciones
obtenidas de ambos medios en la fase estacionaria (48, 72 y 96 hrs). Los CRs disminuyeron
a 1.27 £ 0.05 y 1.25 + 0.11, en YPLac-NaCl y YPD-NaCl, respectivamente (Figura 6). Las
velocidades de consumo de oxigeno en estado Il y IV disminuyeron a valores que
corresponden aproximadamente al 15-20% de las que se registraron en la fase exponencial
(Tablas B y C). Durante la transicion de la fase exponencial a la estacionaria, el consumo de
oxigeno y el acoplamiento respiratorio disminuyeron unicamente en presencia de sustratos
que alimentan al complejo |. Por el contrario, no se observaron cambios en estos parametros
cuando los sustratos donan electrones al complejo Il, a la NDH2e o a la wiiGPDH. Esto
sugiere un posible cambio a nivel del complejo |, lo cual se describe en la siguiente seccién.
Asimismo, no se observaron cambios promovidos por la fuente de carbono. Por esta razén

para los siguientes experimentos se utilizd solo el YPLac-NaCl como medio de cultivo.
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Tabla B. Velocidades de consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas de

células de D. hansenii cultivadas en YPLac-NaCl por diferentes tiempos.

Tiempo de Velocidad de consumo de O, Control

Sustrato cultivo (nath-(min-mgProt)'1) respiratorio
(hrs) Estado IV* Estado llI** (mnv)

Piruvato + malato 15 115+ 14 248 + 10 2.16 £ 0.09
20 116 £ 11 262 £ 14 2.25+0.08

24 120 £ 10 279 £ 12 2.33+0.07

48 74+8 152+ 7 2.04 £ 0.05

72 42+5 59 + 10 1.41+£0.06

96 22+7 28+8 1.27 £ 0.05

Succinato 15 165 + 14 280+ 10 1.69£0.10
20 176 £ 11 282+5 1.60 £ 0.08

24 173+ 15 285+ 17 1.64 £0.10

48 187 £ 6 284 £ 15 1.52+£0.10

72 219+ 12 379+ 10 1.73+£0.11

96 222+8 382+4 1.72 £ 0.05

NADH 15 225+ 14 279+ 15 1.24£0.15
20 235+ 16 285+ 13 1.21+0.14

24 228+ 5 289+ 13 1.26 £ 0.04

48 237 £12 293+ 10 1.24 £ 0.08

72 283 +4 365+9 1.29 £ 0.06

96 3267 395+4 1.21£0.03

Glicerol-fosfato 15 211 +£12 267 £ 11 1.27£0.10
20 215+ 8 276 £ 15 1.28 £ 0.09

24 2186 279+ 13 1.28 £ 0.09

48 232+8 290 £ 12 1.25+0.01

72 266 + 14 342+ 10 1.29+0.12

96 300+ 16 351+15 117 £0.13

Las velocidades de consumo de oxigeno se midieron en estado de reposo (IV)* y estado fosforilante (I11)**. El
estado Il se indujo al agregar ADP 500 uM. Muestras de fase exponencial: 15, 20 y 24 hrs; muestras de fase
estacionaria: 48, 72 and 96 hrs. Las concentraciones de los sustratos respiratorios fueron: piruvato + malato 10
mM; succinato 10 mM; NADH 1 mM y glicerol-fosfato 10 mM. Mezcla de reaccion igual a la de la Figura 5. Datos

de tres experimentos independientes (promedio + D.E.).
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Tabla C. Velocidades de consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas de

células de D. hansenii cultivadas en YPD-NaCl por diferentes tiempos.

Tiempo de Velocidad de consumo de O, Control

Sustrato cultivo (nath-(min-mgProt)’1) respiratorio
(hrs) Estado IV* Estado llI** (1/1Vv)

Piruvato + malato 12 127 £ 12 250+ 14 1.97£0.12

18 123+ 13 270 £ 15 219+ 0.11

22 125+ 15 275+ 17 220+0.13

48 78 £ 15 149 + 17 1.91+0.12

72 45+ 14 65+ 16 1.44 £0.10

96 28 +17 35+18 1.25+0.11

Succinato 12 166 £ 10 275+ 18 1.65+0.13

18 174 £ 14 286 + 21 1.64£0.14

22 178 £ 10 295 + 17 1.65+0.10

48 180 £ 15 289+9 1.61+0.08

72 202 + 18 314+ 18 1.55+0.12

96 210 £ 17 345+ 20 1.64 £ 0.10

NADH 12 222 +15 277 £ 14 1.24 + 0.1

18 238+ 15 258 + 23 1.08+0.13

22 238+ 16 282+ 20 1.18+0.12

48 244 + 14 283+ 14 1.16 £ 0.09

72 289 + 18 328 £ 10 1.13+£0.11

96 312+ 17 351+15 1.13+0.12

Glicerol-fosfato 12 215+ 12 272 + 21 1.27£0.14

18 220+ 18 269 + 18 1.22+0.12

22 222 +10 270+ 11 1.21£0.09

48 243 +13 295+ 18 1.21+£0.10

72 256 + 10 33013 1.29+0.12

96 290 £ 17 332+18 1.14 +£0.13

Las velocidades de consumo de oxigeno se midieron en estado de reposo (IV)* y estado fosforilante (I11)**. El
estado lll se indujo al agregar ADP 500 uM. Muestras de fase exponencial: 12, 18 y 22 hrs; muestras de fase
estacionaria: 48, 72 and 96 hrs. Las concentraciones de los sustratos respiratorios fueron: piruvato + malato 10
mM; succinato 10 mM; NADH 1 mM vy glicerol-fosfato 10 mM. Mezcla de reaccion igual a la de la Figura 5. Datos

de tres experimentos independientes (promedio + D.E.).
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Figura 6. Controles respiratorios (CRs) de mitocondrias aisladas de D. hansenii en diferentes fases
de crecimiento y tiempos de cultivo. El acoplamiento respiratorio se determind con diferentes sustratos
respiratorios: piruvato-malato 10 mM (cuadrados); succinato 10 mM (circulos); NADH 1 mM (triangulos) y
glicerol-fosfato 10 mM (tridngulos invertidos) en muestras mitocondriales obtenidas de células cultivadas en (A)
YPLac-NaCl (simbolos rellenos) y en (B) YPD-NaCl (simbolos vacios). Los tres primeros tiempos de cultivo
corresponden a la fase exponencial (exp.) y los Ultimos tres a la fase estacionaria (est.). Mezcla de reaccion

igual a la de la Figura 5. Datos de tres experimentos independientes (promedio £ D.E.).
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6.3. La cantidad y actividad del complejo | no cambian durante la fase estacionaria de
crecimiento.

En D. hansenii, el consumo de oxigeno promovido por sustratos que alimentan al
complejo | disminuyd exclusivamente durante la fase estacionaria de crecimiento. La
evidencia experimental sugirid, en principio, cambios en la cantidad o actividad del complejo |
en dicha fase. Para explorar lo anterior, se determind la cantidad relativa y la actividad de
NADH deshidrogenasa (NDH) mediante la separacion electroforética de los complejos
respiratorios de las muestras obtenidas de los diferentes tiempos de cultivo por BN-PAGE. Al
término de la electroforesis, se observo que la cantidad relativa de proteina correspondiente
al complejo | no cambidé en la fase estacionaria (48, 72 y 96 hrs) con respecto a la fase
exponencial (15, 20 y 24 hrs) (Figura 7A). El complejo V se us6 como control de carga. No se
detectaron diferencias visibles en las cantidades de otros complejos (p. €j. IV y V) (Figura
7A). A continuacién, se realizé la tincién de NDH para determinar si la actividad del complejo
| disminuye en la fase estacionaria, pero no se encontraron diferencias significativas (Figura
7B). Con esta evidencia se descartd la hipdtesis de que el complejo | estuviera alterado.
Ademas, en estos geles nativos, se revelo la actividad de la NDH2e durante la misma tincidn
(Figura 7B). Dicha actividad fue semejante en todos los casos, lo que sugirié que esta
enzima se expresa constitutivamente y no se altera entre las fases. Por otra parte, se realizd

la tincion de COX 'y tampoco se hallaron diferencias entre las fases (Figura 7C).
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Figura 7. Separacion electroforética y actividades en geles nativos de los complejos respiratorios
de D. hansenii en diferentes fases de crecimiento y tiempos de cultivo. Las mitocondrias aisladas se
solubilizaron con lauril-maltésido (LM) 2 mg/mgProt y se cargaron en geles de gradiente de poliacrilamida (4-12
%). Las fases de crecimiento y los tiempos de cultivo se muestran sobre cada carril. (A) Los solubilizados se
cargaron en un gel BN y al término de la electroforesis se tifio con azul de Coomassie® brillante G-250. EI
complejo V se usé como control de carga. (B) Actividad en gel de NADH deshidrogenasa (NDH). (C) Actividad
en gel de citocromo ¢ oxidasa (COX). |, IV y V corresponden a la NADH deshidrogenasa, citocromo ¢ oxidasa y
ATP sintasa, respectivamente. NDH2e: NADH deshidrogenasa alterna externa. Geles representativos de tres

experimentos independientes.

6.4. La via citocromica no se modifica durante el crecimiento.

El transporte de electrones promovido por la adicidén de sustratos como el NADH,
glicerol-fosfato o succinato no se afectd durante el crecimiento de las levaduras (Tablas B y
C). Ademas, la cantidad relativa y actividad del complejo IV fue igual en todos los tiempos de
cultivo (Figura 7C). Esto sugirié que la via citocromica se mantiene igual durante las fases de
crecimiento. En D. hansenii, resulta dificil detectar la banda que corresponde al complejo Il
por BN-PAGE (Cabrera-Orefice y cols.,, 2014). Sin embargo, es posible estimar su
concentracion a través de la cuantificacion de los citocromos con espectros diferenciales.
Para el complejo Ill, se midieron los citocromos b y c+ci; para estimar la cantidad de
complejo IV se cuantificaron los citocromos a+a;. Para estas cuantificaciones, se utilizaron
unicamente dos tiempos de cultivo representativos de cada fase de crecimiento: 24 hrs y 96

hrs; fase exponencial y estacionaria, respectivamente. Se encontré una menor cantidad de
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citocromos b y c+c; en la fase estacionaria (~40% menos) mientras que el contenido de
citocromos a+az se mantuvo constante en ambas fases. La concentracion de citocromos
a+az a las 24 hrs fue de 0.217 + 0.07 nmol/mgProt y a 96 hrs de 0.202 + 0.13 nmol/mgProt. A
las 24 hrs, el contenido de citocromos b y c+c; fue de 0.318 £ 0.06 nmol/mgProt y 0.375 £
0.03 nmol/mgProt, respectivamente. En cambio, a las 96 hrs el contenido de citocromos b y
c+c; fue de 0.2 £ 0.07 nmol/mgProt y 0.227 + 0.05 nmol/mgProt, respectivamente. No
obstante, la actividad respiratoria a través de la via citocromica no resulté afectada entre las

fases.

6.5. En Ia fase estacionaria de crecimiento, la adicién de NAD" recupera parcialmente
la actividad respiratoria y el acoplamiento mitocondrial.

Los datos mostrados hasta el momento sugirieron que la pérdida de actividad
respiratoria y acoplamiento con los sustratos del complejo | (piruvato-malato) no se debieron
a una menor concentracion y/o actividad del complejo |, ni por cambios en la via citocromica.
Con esto se propuso que, en la fase estacionaria, las deshidrogenasas dependientes de
NAD" del ciclo de Krebs pudieron disminuir su actividad generando menor cantidad de poder
reductor (NADH). Por tal motivo, se determinaron las actividades de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) y de la malato deshidrogenasa (MDH) a las 24 (fase exponencial) y
96 hrs (fase estacionaria) de cultivo. A las 24 hrs, las actividades de PDH y MDH fueron de
15.7 = 1.38 nmoles de producto/min-mgProt y 2976 + 88 nmoles de producto/min-mgProt,
respectivamente. A las 96 hrs estas actividades no mostraron cambios significativos y fueron
para la PDH de 14.56 + 1.53 nmoles de producto/minemgProt y para la MDH 3010 + 125
nmoles de producto/min-mgProt. Los valores de la actividad de MDH son similares a los
reportados por Sanchez y cols., (2008).

Al no encontrar diferencias en estas enzimas, se pensd que la menor actividad y
acoplamiento pudieron deberse a una falta de sustratos matriciales para estas enzimas;
particularmente de la coenzima NAD". En un estudio previo, se describe que las mitocondrias
aisladas del alga Polytomella sp., son incapaces de consumir oxigeno a menos que se les
adicione NAD" exogeno durante las mediciones (Jiménez-Suéarez y cols., 2012). Por esta
razon, se decidid agregar NAD" (1 mM) a la mezcla de reaccion y se determin6d de nueva

cuenta el consumo de oxigeno en ambas fases.
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La adicion del NAD" no tuvo efecto sobre el consumo de oxigeno y el CR en las
mitocondrias de fase exponencial (Tabla D), pero provoc6 que las mitocondrias aisladas de
fase estacionaria tuvieran mayor actividad respiratoria y acoplamiento (Tabla D) con piruvato-
malato. Aun asi, estos parametros no alcanzaron los valores observados en la fase
exponencial. En las muestras de fase estacionaria (96 hrs), el CR aumenté de 1.27 + 0.05 a
1.72 = 0.05 con la adicién del NAD". La recuperacion parcial del acoplamiento se observo
desde las 48 hrs y se mantuvo en el mismo valor en tiempos de cultivo superiores (Figura 8).
Se corrobord que el efecto de esta coenzima solo fuera a nivel de las deshidrogenasas que
alimentan al complejo |, al cuantificar el consumo de oxigeno y acoplamiento con succinato.
En este caso, no se encontraron diferencias significativas en ningun tiempo de cultivo (Figura
8). Esto nos sugirid que, en la fase estacionaria de crecimiento, se perdié el NAD* matricial y
se frend la generacion de NADH por las deshidrogenasas del ciclo de Krebs. Estos
resultados sugirieron que, cuando D. hansenii alcanza la fase estacionaria y experimenta el
desacoplamiento relacionado con el complejo I, la adicion de NAD* puede revertirlo y

reestablecer el consumo de O,.

Tabla D. Efecto del NAD" sobre la actividad respiratoria y el acoplamiento de mitocondrias

aisladas de células de D. hansenii cultivadas durante 24 y 96 hrs.

Fase exponencial (24 h) Fase estacionaria (96 h)
Velocidad de consumo de O, CR Velocidad de consumo de O, CR
Sustratos (natgO:(min-mgProt)™) (natgO-(min-mgProt)™)
(mnv) (M/1v)
Edo. IV* Edo. llI** Edo. IV* Edo. llI**
Piruvato + malato
— NAD" 120 £ 10 279+ 12 2.33+0.07 22+7 28+8 1.27 £ 0.05
+ NAD" 130 £ 12 307 £ 15 2.36£0.13 72+£10 126 + 17 1.75+£0.15
Succinato
-~ NAD" 173 £ 15 285+ 17 1.64 £0.10 222+ 8 382+4 1.72 £ 0.05
+ NAD" 170+ 3 270+ 18 1.59+0.10 215+ 14 348 £+ 16 1.62 +0.13

Las velocidades de consumo de oxigeno se midieron en estado de reposo (IV)* y estado fosforilante (I1)**. El
estado Il se indujo al agregar ADP 500 uM. Se utilizé piruvato + malato 10 mM 6 succinato 10 mM como
sustratos respiratorios. EI NAD" se agregd a una concentracion final de 1 mM. Mezcla de reaccion igual a la de

la Figura 5. Datos de tres experimentos independientes (promedio £ D.E.).
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Figura 8. Efecto del NAD" sobre el acoplamiento respiratorio de mitocondrias aisladas de D.
hansenii en diferentes fases de crecimiento y tiempos de cultivo. Para cada condiciéon se determiné el
control respiratorio (CR) con dos diferentes sustratos respiratorios: a) piruvato-malato 10 mM (cuadrados) y b)
succinato 10 mM (circulos). En ambos casos, los CRs en presencia de NAD* 1 mM se muestran en simbolos

vacios. Mezcla de reaccion igual a la de la Figura 5. Datos de tres experimentos independientes (promedio +
D.E.).

6.6. En la fase estacionaria de crecimiento, las mitocondrias de D. hansenii pierden el
NAD" matricial posiblemente a través del p,MUC.

Los resultados descritos en la seccidon anterior, nos hicieron pensar que el NAD*
matricial se fugé al citosol a través del segundo mecanismo de desacoplamiento fisioldgico
que tiene D. hansenii: el phMUC (en su estado abierto). Para explorar esta posibilidad, se
determind cualitativamente el potencial transmembranal (A¥) en muestras de ambas fases
(24 y 96 hrs) en las mismas condiciones que los ensayos de oximetria; en presencia y en
ausencia de NAD* 1 mM y con piruvato-malato 10 mM o succinato 10 mM como sustratos
respiratorios. Se utilizaron dos concentraciones de fosfato para evaluar los estados abierto
(0.4 mM) y cerrado (10 mM) del canal inespecifico.
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En el caso de los sustratos de complejo I, el valor del AY a las 24 hrs, fue alto y
estable en presencia de alto fosfato (10 mM; pnMUC cerrado) (Figura 9A, trazo a). En
presencia de NAD", la velocidad de generacion del AY fue mas rapida que en la condicién
anterior, pero con un valor maximo similar (Figura 9A, trazo c). En bajo fosfato (0.4 mM;
orMUC abierto), no se establecio el A¥ y el NAD™ no tuvo efecto (Figura 9A, trazos b y d). A
las 96 hrs, en alto fosfato y en ausencia de NAD", el valor maximo del A¥ fue menor que el
observado a 24 hrs (Figura 9C, trazo a). En cambio, cuando se les agregé el NAD", el valor
de AY alcanzé el valor del mostrado a las 24 hrs (Figura 9C, trazo c). Nuevamente, en bajo
fosfato, no se observo efecto del NAD™ ni se establecio el AY (Figura 9C, trazos b y d).

Cuando se utilizé succinato como donador de electrones, no se encontraron
diferencias entre los tratamientos, ni entre las fases (Figura 9B, D). Para ambos tiempos de
cultivo, en alto fosfato, se establecié un alto valor de AY (Figura 9 B, D, trazos a); mientras
que, en bajo fosfato, lo anterior no ocurridé (Figura 9 B, D, trazos c). La adicion de NAD"
tampoco mostro efecto en ambas condiciones de fosfato y fases de crecimiento (Figura 9 B,
D, trazos b y d). Con estos resultados se demostrd que la adicién del NAD™ fue importante
solo cuando se utilizaron sustratos generadores de NADH matricial (a través de las
deshidrogenasas del ciclo de Krebs).

Por otro lado, el hecho de que el NAD" tuvo efecto en la condicién del pnMUC cerrado,
sugirié que esta molécula puede ser transportada por otra via. Para explorar esto, se uso al
piruvato-malato 10 mM, se agregd el NAD" durante la medicién del AW (a los 60 s del trazo)
en presencia de alto fosfato y se observé un incremento subito en su valor (Figura 10A, trazo
a). El experimento se realiz6 unicamente en las muestras de fase estacionaria (96 hrs); que
es en donde el NAD" tuvo efecto sobre el AY. Este resultado sugiri6 que el NAD" ingresa
rapidamente a la matriz mitocondrial. En contraste, en bajo fosfato, la adicion provocé un
muy pequefio aumento en la sefal pero no fue significativo (Figura 10A, trazo b). Para
descartar que el incremento en la sefial fuera un efecto directo sobre el canal inespecifico,
las mitocondrias se incubaron 30 s durante el trazo en bajo fosfato y en la ausencia (Figura
10B, trazo a) o presencia (Figura 10B, trazo b) del NAD™ y en ninglin caso se observo A¥. A
continuacioén, se agrego fosfato 10 mM para establecer el AY y en el caso la muestra
incubada con NAD" su valor fue mayor (Figura 10B, trazo b) que la control. Esto descart6 la

posibilidad de que este compuesto tuviera efecto directo sobre el ,,MUC.
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Figura 9. Efecto del NAD" sobre el potencial transmembranal (A¥) de mitocondrias aisladas de D.
hansenii cosechadas en la fase exponencial y estacionaria. Mezcla de reaccién: Sorbitol 1 M, Tris-
maleato 10 mM (pH 6.8) y naranja de safranina 10 pM (vol. final 2 mL; temperatura ambiente). Las
concentraciones de Tris-fosfato fueron: 0.4 mM (trazos b, d) y 10 mM (trazos a, c). Se determiné el AY en
presencia de piruvato-malato 10 mM (A) y succinato 10 mM (B) en mitocondrias de fase exponencial (24 hrs).
Ademas, se determiné el AY en presencia de piruvato-malato 10 mM (C) y succinato 10 mM (D) en
mitocondrias de fase estacionaria (96 hrs). Se adicion6 NAD" 1 mM a la celda de reaccién en los trazos ¢ y d.

Se agregaron mitocondrias 0.5 mg/mL (Mit) y CCCP 5 uM en donde se indica. Trazos representativos de tres

experimentos independientes.
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Figura 10. Efecto del NAD" sobre el A¥ de mitocondrias aisladas de D. hansenii cosechada en la
fase estacionaria (96 hrs). Se utilizé piruvato-malato 10 mM como sustrato respiratorio. La mezcla de
reaccion es igual a la de la figura 9. (A) Concentraciones de fosfato: alto fosfato (10 mM) (trazo a) y bajo
fosfato (0.4 mM) (trazo b). (B) Concentraciones de NAD": 0 mM (trazo a) y 1 mM (trazo b); no se agregé fosfato
antes de la adicién marcada. En donde se indica, se agregaron mitocondrias 0.5 mg/mL (Mit), NAD" 1 mM,

fosfato 10 mM y CCCP 5 uM. Trazos representativos de tres experimentos independientes.

6.7. La pérdida del NAD" no ocurre durante el aislamiento mitocondrial y se observa
en esferoplastos permeabilizados de D. hansenii.

Existen dos posibilidades que pueden explicar la falta de NAD™ en las mitocondrias
obtenidas de células cultivadas hasta la fase estacionaria sin considerar su degradacién: a)
pérdida durante el aislamiento mitocondrial por dilucién o fragilidad de las mitocondrias y b)
pérdida fisiolégica a través del ,,MUC. Para ésto, se determiné la actividad respiratoria en
esferoplastos permeabilizados con nistatina. Los esferoplastos se obtienen al romper la
pared celular de las levaduras con zimoliasa. La nistatina es una molécula que se une al
ergosterol de la membrana celular y forma poros por donde pueden permear sustratos e
intermediarios metabdlicos (Averet y cols., 1998). En esta condicién las mitocondrias se
encuentran en el ambiente citosdlico y permite extrapolar su comportamiento a la realidad
(Avéret y cols., 1998).

Para determinar el efecto del NAD" sobre el consumo de O, y el acoplamiento
respiratorio se utilizaron esferoplastos permeabilizados obtenidos de |la fase exponencial (24

hrs) y estacionaria (96 hrs), en presencia de piruvato-malato y succinato (Tabla E). La
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respiracion de los esferoplastos fue mucho mas lenta que la registrada en las mitocondrias
aisladas, mientras que el valor del CR fue ligeramente menor; por ejemplo los esferoplastos
permeabilizados de 24 hrs tuvieron un CR = 1.83, mientras que las mitocondrias aisladas un
CR =2.33 (Tablas D y E). En el caso de la fase exponencial, no se encontraron diferencias
en estos parametros en presencia o ausencia del NAD" y con ambos sustratos (Tabla E). Sin
embargo, los esferoplastos de fase estacionaria mostraron una menor actividad respiratoria y
acoplamiento en presencia de piruvato-malato (Tabla E). Sin embargo, ambos parametros
aumentaron con la adicion del NAD* 1 mM (Tabla E). Cabe sefialar que en este caso, los
valores de actividad y control respiratorios regresaron a valores similares mostrados por los
esferoplastos de fase exponencial. Esto contrasta con lo que se observo en las mitocondrias
aisladas en donde la adicidén de la coenzima no recupera la respiracion ni el CR al maximo
mostrado en fase exponencial (Tabla D). Al utilizar succinato en las muestras de fase

estacionaria, la adicion de NAD™ no tuvo efecto alguno sobre los dos parametros (Tabla E).

Tabla E. Efecto del NAD" sobre la actividad respiratoria y el acoplamiento de esferoplastos

permeabilizados de D. hansenii obtenidos a 24 y 96 hrs.

Fase exponencial (24 h) Fase estacionaria (96 h)
Velocidad de consumo de O; CR Velocidad de consumo de O, CR
Sustratos (natgO-(min-mgProt)™) (natgO-(min-mgProt)™)
(mnv) (M/1v)
Edo. IV* Edo. lII** Edo. IV* Edo. llI**
Piruvato + malato
- NAD* 11.5+0.2 211220 1.83+0.18 49+1.3 53%+1.3 1.08 £ 0.02
+ NAD" 11.8+1.2 225+3.2 1.91+£0.12 11.1+£1.2 20.7+3.3 1.86 £ 0.10
Succinato
- NAD* 12.6 £ 0.7 187104 1.49 £ 0.08 122128 185+ 2.8 1.54 £ 0.15
+ NAD" 11914 179104 1.51+£0.21 13.3+x24 18.8+2.4 1.42 £ 0.08

Los esferoplastos se permeabilizaron con nistatina 20 ug/mL en la presencia de aeracién constante (aire
burbujeado con una manguera). Las velocidades de consumo de oxigeno se midieron en estado de reposo (IV)*
y estado fosforilante (ll1)**. El estado Ill se indujo al agregar ADP 5 mM. Se utilizé piruvato + malato 20 mM 6
succinato 20 mM como sustratos respiratorios. EIl NAD" se agregé a una concentracion final de 5 mM. Mezcla
de reaccién: Sorbitol 1 M, Tris-maleato 10 mM (pH 6.8), KCI 75 mM, Tris-fosfato 20 mM, MgCl, 5 mM, EGTA 0.5

mM (vol. final 1 mL; temperatura 30 °C). Datos de tres experimentos independientes (promedio + D.E.).
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Con base en estos resultados, se sugiri6 que la falta de NAD" matricial no ocurrio
durante el aislamiento mitocondrial, sino que ésta ocurre en las células durante su
crecimiento. Ademas, se propuso que la diferencia encontrada en los esferoplastos
permeabilizados, con respecto a los resultados en las mitocondrias aisladas, se debi6 a que
en los primeros se mantuvo intacta la integridad mitocondrial. Otro dato que apoya esta
propuesta es que en las mitocondrias de fase exponencial, que se obtuvieron por el mismo
meétodo de aislamiento, presentaron la maxima actividad respiratoria y acoplamiento. Si la
fuga de NAD" ocurrié por dilucion, entonces las mitocondrias de fase exponencial debieron
perderlo de igual manera. Sin embargo, esto no fue asi, por lo que se descartd esta

posibilidad y fortalecio la hipétesis de que el NAD™ se pierde por el pnMUC.

6.8. En D. hansenii, el NAD" se transporta hacia la matriz por un posible acarreador

mitocondrial especifico.

Los resultados anteriores mostraron que al agregar el NAD" a las mitocondrias aisladas,
éste pudo ingresar a la matriz mitocondrial aun con el ,n,MUC cerrado (en presencia de Pi 10
mM) (Figura 10). Esto sugiere la existencia de otro mecanismo diferente para su transporte
hacia la matriz mitocondrial. Al revisar la literatura, se encontré que S. cerevisiae expresa dos
isoformas (Ndt1p y Ndt2p) de un acarreador mitocondrial especifico de NAD™ (Todisco y
cols., 2006). Este transportador debe incorporar el NAD™ a la mitocondria, ya que las enzimas
involucradas en su sintesis se encuentran en el citoplasma (Todisco y cols., 2006). Con base
en lo anterior, se realizé una busqueda en la base de datos del NCBI con las secuencias de
estas isoformas para encontrar posibles secuencias candidatas de un acarreador de este tipo
en D. hansenii. En este caso, se encontré un posible ortélogo anotado como DEHA2B09284p
(390 residuos). La secuencia aparece anotada como un acarreador hipotético de piruvato
similar al ANT. No obstante, esta secuencia tiene 49% de identidad y 63% de similitud con
Ndt1p y 45% de identidad y 60% de similitud con Ndi2p. Los “E-values” para cada
alineamiento fueron 8 x 107% y 2 x 10™®, respectivamente. Estos valores fueron muy
pequenos e indicaron un excelente alineamiento y cobertura de la secuencia (83-86%). Por
tales razones, se sugirid6 que la secuencia DEHA2B09284p corresponde a un acarreador de
NAD" que pertenece a la superfamilia de acarreadores mitocondriales.

Para continuar la caracterizacion del mecanismo de transporte del NAD", se probaron

una serie de compuestos que inhiben el acarreo de esta molécula en S. cerevisiae. Ambas
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isoformas se inhiben por distintos compuestos, entre ellos, la batofenantrolina (BAT), el
purpura de bromocresol (PBrC) y el piridoxal-5’-fosfato (Px5P) (Todisco y cols., 2006). Se
determiné el consumo de O, de mitocondrias aisladas de la fase estacionaria (96 hrs) en
presencia de piruvato-malato 10 mM, con o sin NAD" 1 mM y con los tres inhibidores (Figura
11). El consumo de O, control fue menor en ausencia del NAD" y aumenté al afadirsele
(Figura 11). En cambio, al agregarse cada uno de los inhibidores se perdid el incremento de
actividad respiratoria en presencia del NAD" (Figura 11). El consumo de oxigeno en ausencia
de NAD" no se afecto en presencia de estos inhibidores (Figura 11, barras negras). El efecto
de estos inhibidores se explord en mitocondrias de fase exponencial, pero no se encontraron
cambios (datos no mostrados); ésto se debid posiblemente a que el NAD" no tuvo efecto a
las 24 hrs (Tabla B). Estos resultados sugieren que las mitocondrias de D. hansenii son
capaces de incorporar al NAD" a través de un acarreador con caracteristicas similares a los
de S. cerevisiae. Aun asi, la pérdida de la coenzima (en la fase estacionaria), no ocurrié a
través de este transportador, ya que en la otra fase se observé una considerable actividad

respiratoria en presencia de piruvato-malato (Tabla B).
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Figura 11. Efecto de los inhibidores del transporte de NAD" sobre el consumo de oxigeno de
mitocondrias aisladas de D. hansenii cosechadas en la fase estacionaria (96 hrs). Las velocidades de
consumo de oxigeno se midieron en estado de reposo (V) con (barras blancas) o sin (barras negras) NAD" 1
mM. Se utilizé piruvato + malato 10 mM como donador de electrones. Inhibidores: purpura de bromocresol
(PBrC) 0. 3 mM; batofenantrolina (BAT) 5 mM y piridoxal-5’-fosfato (Px5P) 5 mM. Mezcla de reaccién igual a la

de la Figura 5. Datos de tres experimentos independientes (promedio = D.E.).
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7. DISCUSION

Durante las diferentes etapas de crecimiento, las levaduras experimentan cambios
metabdlicos notables en respuesta a las necesidades energéticas. En la fase exponencial de
crecimiento las células se dividen constantemente, por lo que deben sintetizar una gran
cantidad de ATP para su uso en las vias anabdlicas activas. Sin embargo, al entrar en la fase
estacionaria de crecimiento, la division celular se detiene y los requerimientos de ATP
disminuyen considerablemente (Veiga y cols., 2003; Guerrero-Castillo y cols., 2011). En esta
situacion, se sugiere que la cadena respiratoria mitocondrial puede funcionar a una velocidad
baja, lo que promueve la formacion de ROS y pérdida del control del estado redox celular
(Guerrero-Castillo y cols., 2011; 2012). De ocurrir lo anterior, resulta en una mayor
desventaja para las levaduras no fermentativas o Crabtree-negativas (p. €j. Y. lipolytica, D.
hansenii, C. albicans, etc.), en donde la fosforilacién oxidativa mitocondrial es la fuente
principal de ATP (Veiga y cols., 2000). En cambio, las levaduras Crabtree-positivas
(fermentativas), tales como S. cerevisiae, probablemente enfrentan este problema
exclusivamente en la presencia de fuentes de carbono no fermentables (p. ej. glicerol-etanol
y lactato). Para evitar estos efectos negativos, deben existir sistemas intrinsecos que
mantengan alto el consumo de O; sin generar fuerza protén-motriz (Ap). En conjunto, reciben
el nombre de mecanismos de desacoplamiento fisiologicos (Guerrero-Castillo y cols., 2011) y
deben encontrarse finamente regulados; inactivos en condiciones de alta demanda
energética (p. €j. en la fase exponencial) y activos sélo en condiciones de baja demanda
energética (p. ej. en la fase estacionaria) (Guerrero-Castillo y cols., 2012).

D. hansenii contiene dos posibles mecanismos de desacoplamiento fisiolégicos
(Cabrera-Orefice y cols., 2010, 2014). El primero involucra a las oxidorreductasas alternas;
NDH2e, witGPDH y AOX. La transferencia de electrones a través de estas enzimas redox
hasta el O, es independiente de la sintesis del ATP ya que no bombean protones. Aunque
este tipo de enzimas no tengan actividad protonoférica (como los desacoplantes clasicos (p.
ej. CCCP o 2,4-dinitrofenol) o las UCPs), el resultado final es el aumento en la velocidad de
consumo de O, (Kadenbach, 2003; Guerrero-Castillo y cols., 2011). El segundo es la
transicion de la permeabilidad (TPM) provocada por la apertura del canal inespecifico
mitocondrial (phnMUC) (Cabrera-Orefice y cols., 2010). La TPM se define como el aumento en

el transporte inespecifico de iones y metabolitos con un peso molecular de hasta 1.5 kDa a
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través de la MMI [62, 63]. Como resultado de esto, se disipan todos los gradientes
electroquimicos y se promueve la entrada de agua al organelo (hinchamiento mitocondrial)
(Manon y cols., 1998).

En D. hansenii, estos dos mecanismos se describen en las mitocondrias aisladas de
células cosechadas en la fase exponencial de crecimiento. Ambos se estudiaron con mayor
detalle en este trabajo y en diferentes fases de crecimiento con el objetivo de entender el
desacoplamiento fisioldgico en esta especie.

En primer lugar, se estudio la actividad de la AOX, la cual se puede detectar en la fase
exponencial de crecimiento utilizando lactato como fuente de carbono (Cabrera-Orefice y
cols., 2010, 2014a) y se mantiene al mismo nivel durante la estacionaria (Figura 5A). Por el
contrario, en medios que contienen glucosa, dicha actividad aparece en la fase de
crecimiento exponencial tardia y se mantiene durante la estacionaria (Veiga y cols., 2003c).
En nuestras manos, a tiempos menores a la media logaritmica (p. €j. 12 hrs), no se detecto la
RRC (Figura 5B). Esto sugiere que la expresion de la AOX de D. hansenii parece estar
controlada por la fuente de carbono y no sélo por la fase de crecimiento, como sugieren
Veiga y cols. (2003c).

En S. cerevisiae, el lactato se oxida directamente por dos lactato deshidrogenasas
mitocondriales (LDH) situadas en la cara exterior de la membrana mitocondrial interna o por
otra isoforma matricial (Chelstowska y cols., 1999; Mourier y cols., 2008; Rigoulet y cols.,
2010). Las isoformas de LDH membranales oxidan D-lactato o L-lactato a piruvato y son
capaces de donar electrones directamente al citocromo ¢ (Mourier y cols., 2008). En cambio,
la isoforma matricial utiliza D-lactato para producir piruvato, en una reaccion dependiente de
NAD" (Chelstowska y cols., 1999). D. hansenii debe contener al menos una de estas
proteinas por su capacidad de asimilar al lactato durante el crecimiento en YPLac-NaCl. En
presencia de esta fuente de carbono, se espera una mayor produccién del ATP y un intenso
flujo de electrones a través de la via citocromica, la cual podria encontrarse saturada en
algun momento. Se propone que para evitar esto, esta especie expresa a la AOX en todas
las fases de crecimiento (Figura 5A), lo que le permite tener una via de escape para los
electrones en caso de que el consumo de O, se vuelva lento, el flujo esté saturado y
aumenten los radicales libres. Esta funcién hipotética de la AOX se propone ampliamente en
la literatura desde hace casi dos décadas (Umbach y Siedow, 2000; Veiga y cols., 2003b;

Guerrero-Castillo y cols., 2011).
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Sin embargo, al utilizar glucosa, ésta puede oxidarse completamente en la mitocondria o
bien ser fermentada en el citosol y generar parte del ATP por esta via (Sanchez y cols.,
2006). En este ultimo escenario, la produccion del ATP mitocondrial debe ser menor que con
lactato y la cadena respiratoria no se encontraria comprometida para requerir de una via de
escape para los electrones. Otra premisa es que exista una modulacion rio arriba de la
expresion de la AOX dependiente de la fuente de carbono. En cualquiera de los casos, se
necesitan mas estudios para entender estos comportamientos.

La diferencia en la aparicion de la respiracion resistente a cianuro que se observé en
YPD-NaCl (Figura 5B), se tradujo como una diferencia en la expresién de la AOX en esta
levadura. Tomando en cuenta lo anterior, se exploraron las actividades y/o niveles relativos
de otros componentes de la cadena respiratoria ramificada de D. hansenii. Las actividades y
cantidades relativas de NDH2e, complejo | y complejo IV no cambiaron durante todo el
crecimiento (Figura 7). En cambio, el complejo Ill tuvo una disminucién de alrededor del 40%
en muestras de la fase estacionaria (96 hrs) en comparacién con las de exponencial (24 hrs).
En D. hansenii, los complejos I, lll y IV se organizan en forma de supercomplejos (Cabrera-
Orefice y cols., 2014). Estas asociaciones se relacionan con la canalizacién de electrones
(Schagger y Pfeiffer, 2000) y estabilidad de los complejos, principalmente de la NADH
deshidrogenasa (I) (Acin-Pérez y Enriquez, 2014). Por lo tanto, la disminuciéon que se
observo en el complejo Ill, podria afectar el ensamblaje de los supercomplejos, dejando libre
una fraccién de complejos | y IV. De ocurrir asi, se esperaria una transferencia de electrones
menor a través de la via citocromica al utilizar donadores de electrones para el complejo |.
Sin embargo, hasta el momento no podemos sugerir mas debido a que las actividades
respiratorias y acoplamientos en presencia de succinato, NADH o glicerol-fosfato no se
afectaron por la disminucion del complejo Ill (Tabla B). Este comportamiento se pudo deber a
que el complejo I, NDH2e o \yGPDH no forman parte de los supercomplejos en esta especie
(Cabrera-Orefice y cols., 2014). Por estas razones, resulta atractivo explorar a futuro, la
dindmica y ensamblaje de los supercomplejos respiratorios.

Ademas, en Y. lipolytica, se describe una asociacién formada entre la NADH
deshidrogenasa alterna externa (yNDHZ2e) y los complejos Il y IV (Guerrero-Castillo y cols.,
2009; 2012). Esta asociacion sélo se observa en la fase exponencial e impide el flujo de
electrones desde el NADH exdgeno al O, por la via alterna. Sin embargo, durante la fase

estacionaria, se disocia el supercomplejo yINDH2e-IlI-IV y se permite el flujo de electrones
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por ambas vias. En D. hansenii aun no es claro si los componentes alternos se pueden
asociar a los supercomplejos. A diferencia de lo que se reporta en Y. lipolytica, se sugiere
que en D. hansenii no hay asociacion entre la NDH2e y los complejos Ill y IV en la fase
exponencial al no detectarse actividad de NDH en la region del gel donde migran estos
complejos (Guerrero-Castillo y cols., 2009; Cabrera-Orefice y cols., 2014). Esto resulta
interesante, porque tanto Y. lipolytica como D. hansenii poseen cadenas respiratorias
ramificadas con idéntica composicion y sin embargo, las asociaciones entre las complejos
clasicos y los componente alternos son diferentes, al menos en la fase exponencial. En D.
hansenii, independientemente del sustrato, los electrones son transferidos por ambas vias.

Por otra parte, en la fase estacionaria de crecimiento, las mitocondrias presentaron una
gran disminucion en el consumo de oxigeno (Tablas B y C) y el acoplamiento (Figura 6), en
presencia de piruvato-malato, un sustrato de complejo |. Este fendmeno no ocurrié en
presencia de otros donadores de electrones, tales como el NADH, succinato o glicerol-fosfato
(Tablas B y C, Figura 6). Este comportamiento fue aparentemente causado por una pérdida
del NAD" localizado en la matriz mitocondrial. En dicha fase, se propone que el NAD" se
liberé a través del ;h,MUC. En esta condicion de baja demanda energética, el canal pudo
abrirse para disipar el AY y los gradientes electroquimicos (Palmieri y cols., 2006). En
general, la apertura del canal y la subsecuente caida del AY, incrementan el consumo de O,
al activarse las bombas (I, Il y IV) de la cadena respiratoria (Manon y cols., 1998). En
consecuencia, incrementa el flujo de electrones que entran en la cadena y llegan al O, lo
que disminuye considerablemente la duracion de la semiquinona durante el acarreo. Con
ésto disminuye la generacién de superoxido y otras ROS, se puede mantener el control de
las pozas redox (p. ej. NADH/NAD™) y la fosforilacion oxidativa se desacopla (Kadenbach,
2003; Guerrero-Castillo y cols., 2011). En el caso de D. hansenii, si durante la TPM hipotética
de la fase estacionaria, se pierde ademas el NAD® matricial, se previene la entrada de
electrones por la ruta que brinda mayor rendimiento para la sintesis del ATP (I-Q-llI-cit c-IV;
10 H*/2e"). En un futuro se evaluara si el pBMUC tiene diferente sensibilidad a sus efectores
en la fase estacionaria. Un punto adicional sera determinar si la fuga del NAD" y la apertura
del MUC son reversibles en condiciones fisiolégicas.

Previamente, la pérdida del NAD® matricial a través del MUC se describié en S.
cerevisiae y en una linea celular de endotelio microvascular humano (HMEC-1) por

Bradshaw y Pfeiffer (2006) y por Dumas y cols. (2009), respectivamente. En el primer caso,
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el NAD" matricial se libera unicamente en las mitocondrias hinchadas y se observa menor
actividad respiratoria en presencia de sustratos de complejo |. La adicion de NAD®
restablecié la velocidad de consumo de oxigeno en estas mitocondrias (Bradshaw y Pfeiffer,
2006). Por otro lado, en las células HMEC-1 se abre el canal (PTP) en presencia del A23187;
un iondforo de Ca®" (Dumas y cols., 2009). En esta situacion, el NAD(P)H matricial es
liberado y también se observa hinchamiento mitocondrial. Asimismo, cuando se agrega
ciclosporina A se previenen ambos eventos (Dumas y cols., 2009).

En mitocondrias aisladas de células de D. hansenii cosechadas en la fase estacionaria
de crecimiento (96 hrs), la velocidad de consumo de O, y el acoplamiento fueron
parcialmente restaurados con la adicién de NAD* 1 mM a la mezcla de reaccién (Tabla D,
Figura 8). Ademas, este efecto se exploré en esferoplastos permeabilizados (Tabla E), en
donde ambos parametros se observaron disminuidos en la fase estacionaria pero
recuperaron su valor por completo con la adicién de la coenzima (Tabla E). Por otro lado, se
afadid una concentracion alta de fosfato (10 o 20 mM) para mantener cerrado el pMUC y se
determind el potencial transmembranal. En esta condicion (96 hrs), la adicion del NAD”
durante el trazo aumento el AY (Figura 10). En este caso (con el canal inespecifico cerrado),
las mitocondrias incorporaron el NAD™ por otro mecanismo. Con base en esto, se sugiri6 la
presencia de un transportador similar al reportado en S. cerevisiae.

En S. cerevisiae, el NAD" se sintetiza fuera de la mitocondria y se importa por dos
isoformas de un acarreador especifico, designados Ndt1p y Ndt2p, respectivamente (Todisco
y cols., 2006). Se sugiere que estas proteinas mueven al NAD" a través de transporte
unidireccional o por intercambio con nucleétidos monofosfato, tales como AMP y GMP
(Palmieri y cols., 2006). Estas proteinas son codificadas en el nucleo y, al pertenecer a la
superfamilia de acarreadores mitocondriales, poseen la estructura altamente conservada de
seis hélices transmembranales (Palmieri y cols., 2011). Por medio del BLAST, se encontr6 un
ortélogo anotado como DEHA2B09284p en la base de datos del NCBI. Esta secuencia
candidata mostré una gran similitud con Ndt1p y Ndt2p. Ademas, el transporte de NAD" en D.
hansenii se inhibié por batofenantrolina, piridoxal-5'-fosfato y purpura de bromocresol. Estos
compuestos son inhibidores especificos de los transportadores de S. cerevisiae y A. thaliana
(Todisco y cols., 2006; Palmieri y cols., 2009).

Los resultados obtenidos sugieren la pérdida fisiologica del NAD" matricial durante la

fase estacionaria. La pérdida del NAD" matricial se observa también en las mitocondrias de
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Polytomella sp. (Jiménez-Suarez y cols., 2012) y de S. cerevisiae (Bradshaw y Pfeiffer,
2006). En esta ultima, la fuga no se relaciona con la fase de crecimiento, sino como
consecuencia de la apertura directa del MUC in vitro.

En D. hansenii, parece que las mitocondrias de la fase estacionaria retuvieron parte del
NAD", ya que se observo un pequefio consumo de oxigeno y valor del A¥ (Tablas By C,
Figuras 6 y 9) con piruvato-malato; sustratos generadores de NADH matricial. Se piensa que
esta cantidad residual de NAD™ podria ser Gtil para mantener el flujo de metabolitos través
del ciclo de Krebs y otras vias mitocondriales dependientes de NAD® (p. ej. ciclo del
glioxilato, oxidacién de aminoacidos, etc.) de manera basal.

Hasta el momento tenemos evidencia sdlida que sugiere que la fosforilacién oxidativa
en esta levadura es diferente en las dos fases de crecimiento. Se propone que la disminucion
en la actividad del complejo | se debié a la pérdida del NAD" por la activacion del canal
inespecifico. Esta fuga constituye un mecanismo adicional de desacoplamiento fisioldgico
que previene, en principio, la sobreproduccion de ATP al desacoplar la via con mayor
eficiencia de bombeo de protones. Ademas, el hecho de que en todos los tiempos de cultivo
se observo la misma actividad de AOX (en medio no fermentable), sugiere que la AOX no
participa en gran medida como un mecanismo de desacoplamiento fisiolégico en esta
especie. No obstante, la funcion de la AOX en esta levadura debe estudiarse con mayor
detalle para esclarecer su papel fisiolégico. Finalmente, la activacion del ,n,MUC en la fase
estacionaria parece ser el principal mecanismo de desacoplamiento fisioldgico en conjunto
con la pérdida del NAD".
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8. CONCLUSIONES

e Al cultivar a D. hansenii en lactato, la AOX se encuentra activa desde la fase
exponencial temprana. En cambio, al cultivar la levadura en glucosa, dicha actividad

aparece cerca de la fase estacionaria.

e En la fase estacionaria disminuye el consumo de oxigeno y el acoplamiento
respiratorio con sustratos de complejo I, sin cambiar la cantidad y actividad de los

complejos | y IV ni las actividades de las enzimas dependientes de NAD" estudiadas.

e Debido a que la suplementacion de NAD" recupera la actividad y acoplamiento
respiratorios en las muestras de fase estacionaria, es posible sugerir la falta de esta

coenzima en la matriz. En este caso, el NAD" pudo perderse a través del p,MUC.
e Las mitocondrias de D. hansenii transportan NAD" hacia la matriz por un acarreador

similar a los Ndt1p y Ndt2p de S. cerevisiae. Dicho transporte se pierde en presencia

de batofenantrolina, piridoxal-5’-fosfato y purpura de bromocresol.
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9. PERSPECTIVAS

Hasta el momento se tiene una idea clara de la composicién de la cadena respiratoria
ramificada de D. hansenii y sobre las diferencias en la fosforilacion oxidativa mitocondrial en
diferentes fases de crecimiento. En este trabajo proponemos que en la fase estacionaria de
crecimiento se abre el prMUC, lo que parece relacionarse con la menor demanda energética.
En este caso, iones y metabolitos matriciales (como el NAD") pueden liberarse y disminuir el
flujo metabdlico a través de las vias que alimentan el complejo | (p. €j. ciclo de Krebs). Este
mecanismo, por un lado, puede evitar la generacién de ROS al mantener activos los puntos
alternos de la cadena ramificada para consumir O, y, por el otro, disminuir la sintesis del
ATP, cuya demanda es menor. No obstante, este mecanismo debe explorarse de manera
fisiolégica y con mayor detalle. Una propuesta inicial es comprobar que efectivamente hay
una menor cantidad de NAD* matricial en la fase estacionaria y que dicha falta no sea
producto de la degradaciéon enzimatica de la coenzima. Actualmente se cuenta con sondas
fluorescentes que permiten ver la localizacién del NAD(H) y seguir los cambios a nivel de la
poza. Ademas es necesario estudiar el papel del MUC in vivo para saber si realmente un
mecanismo de desacoplamiento fisiologico en esta y otras especies.

Por otro lado, el papel fisiolégico de las oxidorreductasas alternas en esta y otras
levaduras permanece en discusion. Se propone que estas enzimas aceleran el flujo de
electrones a través de la cadena cuando la via citocromica esta saturada y previenen la
sobreproduccién de ROS (Guerrero-Castillo y cols., 2011). En este trabajo se observé que la
actividad de la AOX depende tanto de la fase de crecimiento como de la fuente de carbono
(Figura 5). Por esta razon, en experimentos recientes se estudio el efecto de otras fuentes de
carbono sobre la expresion de la AOX. Para esto, se determind el consumo de oxigeno basal
y en presencia de inhibidores de la via citocromica y alterna en células integras cultivadas en
las diferentes fuentes de carbono. Con lactato o succinato se detectdé la RRC en todas las
fases de crecimiento. En cambio, con glucosa o galactosa, la RRC se detectd cerca de la
fase estacionaria. El lactato y el succinato, no son fermentables, por lo que se espera una
saturacion de la via citocromica y la AOX seria una alternativa 6ptima para liberar electrones.
Es por esto que proponemos que la expresién de la AOX puede estar ligada directamente

con el flujo de electrones y de metabolitos en la mitocondria.
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Sin embargo, en células cultivadas en glicerol, que es no fermentable, no se observd
RRC independientemente de la fase de crecimiento. Este resultado contrasté con nuestra
linea de pensamiento y se debe estudiar con mayor detalle. De hecho, la biomasa celular fue
mayor en glicerol que en las otras fuentes no fermentables. Ademas, al romper las células de
fase estacionaria para extraer las mitocondrias, se observd una gran cantidad de material
insoluble en el sobrenadante, el cual pensamos que contiene una gran cantidad de lipidos.
Este comportamiento es similar a lo descrito en otras levaduras como Y. lipolytica; una
levadura oleaginosa al igual que D. hansenii. Y. lipolytica fabrica una gran cantidad de lipidos
en presencia de glicerol y los almacena en forma de corpusculos lipidicos. En este caso,
proponemos que bajo estas condiciones D. hansenii no expresa a la AOX para mantener
acoplada la fosforilacién oxidativa y cubrir las necesidades de ATP que requiere la posible
biosintesis lipidica promovida por glicerol. Recientemente, se utilizan microorganismos para
la produccion de biodiesel a partir de los desperdicios de glicerol que se obtienen durante
este proceso. Es por esto que nuestros resultados preliminares en D. hansenii sugieren que
es una opciodn para producir lipidos en esta condicidn, lo cual es muy interesante desde el
punto de vista biotecnolégico. Por esta razdon, se debe continuar con el estudio del
metabolismo energético en esta levadura y entender los mecanismos que regulan la

fosforilacion oxidativa mitocondrial.
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Abstract The yeast Debaryomyces hansenii is considered
a marine organism. Sea water contains 0.6 M Na' and
10 mM K'; these cations permeate into the cytoplasm of D.
hansenii where proteins and organelles have to adapt to
high salt concentrations. The effect of high concentrations
of monovalent and divalent cations on isolated mitochon-
dria from D. hansenii was explored. As in S. cerevisiae,
these mitochondria underwent a phosphate-sensitive per-
meability transition (PT) which was inhibited by Ca*" or
Mg®". However, D. hansenii mitochondria require higher
phosphate concentrations to inhibit PT. In regard to K" and
Na*, and at variance with mitochondria from all other
sources known, these monovalent cations promoted closure
of the putative mitochondrial unspecific channel. This was
evidenced by the K'/Na -promoted increase in: respiratory
control, transmembrane potential and synthesis of ATP. PT
was equally sensitive to either Na* or K'. In the presence of
propyl-gallate PT was still observed while in the presence
of cyanide the alternative pathway was not active enough to
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generate a AV due to a low AOX activity. In D. hansenii
mitochondria K and Na" optimize oxidative phosphoryla-
tion, providing an explanation for the higher growth
efficiency in saline environments exhibited by this yeast.
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Monovalent cations - Debaryomyces hansenii -
Isolated mitochondria - Permeability transition

Introduction

Debaryomyces hansenii is normally found among the
microorganisms populating sea waters and other habitats
with low water activity where its halotolerance is an
advantage (Norkrans 1966; Norkrans and Kylin 1969).
This yeast has found diverse biotechnological applications
in recent years, such as production of dairy products and of
lytic enzymes of commercial interest (Breuer and Harms
2006). In cheese manufacturing, D. hansenii is a choice for
starter cultures as it catalyzes proteolysis and lipolysis
without fermenting sugars (Fadda et al. 2004). This yeast is
also attractive for study due to its ability to grow under
extreme conditions such as very low temperatures (Norkrans
1966), widely different pHs (Norkrans 1966; Hobot and
Jennings 1981) and high salt concentrations (Norkrans 1966,
Norkrans and Kylin 1969; Prista et al. 2005; Ramos 2006).
The genome of D. hansenii was reported by the génolevure
project (Sherman et al. 2004).

At least part of the halotolerance of D. hansenii may be
due to its potent monovalent cation transporters, present
both in the plasma membrane (Hobot and Jennings 1981;
Prista et al. 1997; Thomé-Ortiz et al. 1998) and in the
vacuole (Montiel and Ramos 2007). However, its proteins
and enzymes have to be resistant to salts, because in the
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presence of high (0.5-1.0 M) external NaCl the cytoplasmic
concentrations of monovalent cations (Na" and K") reach
the hundred mM range (Gonzalez-Hernandez et al. 2004).
Given the choice, D. hansenii accumulates KCI instead of
NaCl (Norkrans and Kylin 1969; Thomé-Ortiz et al. 1998)
but both cations seem to have the same effects on D.
hansenii, e.g. the expression of NADP-glutamate dehydro-
genase and glutamine synthetase is modified by either Na"
or K'; this regulation has not been observed in Saccharo-
myces cerevisiae (Alba-Lois et al. 2004). The Na'/K" effect
provides an explanation for the increase in biomass
obtained when D. hansenii is grown in the presence of
high salt concentrations (Prista et al. 1997) and fuels the
notion that D. hansenii is halophilic and not just osmoto-
lerant (Gonzalez-Hernandez et al. 2004).

In the cytoplasm of D. hansenii, enzymes are not the
only structures exposed to high salts. Organelles also have
to deal with concentrations around 0.4 M NaCl/KCl (Neves
et al. 1997; Gonzalez-Hernandez et al. 2004). Thus, it
would be interesting to analyze the physiology and salt
adaptability of each organelle. To do this, we decided to
characterize the effect of high salt concentrations on the
isolated mitochondria from D. hansenii. We theorized that
the mitochondrial adaptation to high salt concentrations
would have to include strict regulation of cation perme-
ability; otherwise, an electrophoretic cycling of the mono-
valent cation across the inner mitochondrial membrane
would result in the depletion of the transmembrane
potential (AW¥) and in uncoupling (Garlid 1988). Indeed,
in mitochondria isolated from the yeast S. cerevisiae
addition of increasing concentrations of K or Na' in the
presence of low phosphate results in depletion of the AW¥
and a decrease in the synthesis of ATP (Castrejon et al.
1997). By contrast, at high phosphate concentrations
monovalent cations do not affect the AV, and in these
conditions a Mg>*- and quinine-sensitive uptake of *°Rb" is
observed (Castrejon et al. 2002).

The permeability transition (PT) occurs when a large
mitochondrial unspecific channel (MUC) opens in the inner
mitochondrial membrane allowing ions to flow freely into
and out from the matrix depleting chemical and electrical
gradients (Bernardi et al. 1994; Zoratti and Szabo 1995).
The most studied MUCs are those from mammalians and
from S. cerevisiae (Manon et al. 1998). The mammalian
MUC is open by Ca®" in the presence of high phosphate
and is closed by ATP and the cyclophylin-D inhibitor
cyclosporine-A (Halestrap and Davidson 1990). In S.
cerevisiae mitochondria, both phosphate (Guérin et al.
1994) and Ca®" (Pérez-Véazquez et al. 2003) prevent the
PT. Thus, it was of interest to determine whether Ca**
opens or closes the D. hansenii MUC. The structure,
properties and regulating factors of the MUCs vary between
different species (Pavlovskaya et al. 2007; Brustovetsky et

@ Springer

al. 2002; Kusano et al. 2009). However, an organelle
normally exposed to high monovalent cation concentrations
should be able to block its own conductance to the salts
found in high concentrations.

The mitochondria from at least two salinity-adapted
yeast species, Endomyces magnusii and Yarrowia lip-
olytica, do not seem to undergo PT unless a high
concentration of Ca®>" plus the Ca®>" ionophore ETH129
are added (Deryabina et al. 2004; Kovaleva et al. 2009).

We characterized the PT in isolated mitochondria from
D. hansenii. We detected a MUC which exhibits a
sensitivity to Ca>" and Mg>" which was similar to the S.
cerevisiae channel. Also, the D. hansenii MUC was closed
by phosphate, although at higher concentrations than the S.
cerevisiae channel. In addition, we observed that this
channel was different to the MUCs from S. cerevisiae,
plants or mammalians, in that it was regulated by
monovalent cations, i.e. increasing concentrations of Na*
or K closed the D. hansenii mitochondrial channel. It is
becoming increasingly evident that the physiological role
and the control mechanisms of mitochondrial unspecific
channels may be different depending of the species under
study.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals were reagent grade. Sorbitol, Trizma® base,
maleic acid, pyruvic acid, malic acid, NADH, NADP,
antifoam emulsion, ADP, safranine-O, hexokinase and
bovine serum albumin (BSA) type V were from Sigma
Chem Co. (St Louis, MO). Lyophilyzed glucose-6-
phosphate dehydrogenase was from Boerhinger-Manheim.

Yeast strains The yeast Debaryomyces hansenii strain
Y7426 (US Dept. of Agriculture) was used throughout this
work. The strain was maintained in Na-YPGal (1% yeast
extract, 2% bacto-peptone, 2% galactose, 1 M NaCl and 2%
bacto-agar) plate cultures.

Yeast growth media for mitochondrial isolation

Cells were grown as follows: three 100 mL pre-cultures
were prepared immersing a loophole of yeast into 100 mL
of Na-YPLac (1% yeast extract, 2% bacto-peptone, 2%
lactate, pH 5.5 adjusted with NaOH plus NaCl to reach a
final 0.6 M Na" concentration). Antifoam emulsion 50 pL/L
was added to the medium. Flasks were incubated for 36
hours under continuous agitation in an orbital shaker at
250 rpm in a constant-temperature room (30°C). Then,
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each 100 mL flask was used to inoculate 750 mL of fresh
medium. Incubation was continued for 24 h under the same
conditions. At a final optical density of 1.6-2.0, the culture
was in the mid to late logarithmic growth phase; the cells
were harvested at this stage, before they became resistant to
disruption.

Isolation of coupled mitochondria from Debaryomyces
hansenii

D. hansenii cells were collected and washed by centrifuga-
tion and suspended in distilled water. After a second
centrifugation, the cells were suspended in ice-cold isolating
medium containing 1 M sorbitol, 10 mM maleate, 0.2%
bovine serum albumin, pH 6.8 (Tris). The cells were poured
into a Bead-Beater 300 mL flask containing 70% v/v 0.5-mm-
diameter glass beads. The container was introduced in an ice-
jacketed chamber and cells were subjected to four 20 s pulses
at 2 min intervals. After homogenization, mitochondria were
isolated by differential centrifugation following a protocol
described for S. cerevisiae mitochondria (Pefia et al. 1977).
The final mitochondrial pellet was resuspended in 500 uL
ice-cold isolation medium.

Some details on the isolation of mitochondria seem
pertinent as the procedure is slightly different to the usual
procedures (Uribe et al. 1985). Sorbitol was deionized
before use (Averet et al. 1998). Osmolarity was 1 OsM;
lower osmolarities resulted in uncoupled mitochondria. The
same osmolarity was used during all experiments. We did
not use zymolyase and/or lyticase to disrupt the membrane
due to the rapid inactivation of mitochondria that ensues
during the isolation procedure. Instead, we used a Bead-
Beater with a large amount (70% v/v) of glass beads. The
speed of the Bead-Beater was maintained at half maximum
by means of a rheostat, to avoid disruption and uncoupling
of mitochondria.

Protein quantification

The concentration of mitochondrial protein was determined
by the biuret method (Gornal et al. 1949). Optical
absorbance was determined at 540 nm in a Beckman DU-
50 spectrophotometer. Protein was determined using BSA
as a standard.

Oxygen consumption

The rate of oxygen consumption was measured in the
resting state (State IV) and in the phosphorylating state
(State III), using an YSI-5300 Oxygraph equipped with a
Clark-Type electrode (Yellow Springs Instruments Inc. OH)
interfaced to a chart recorder. The reaction vessel was a
water-jacketed chamber maintained at 30°C. Mitochondria,

0.5 mg protein(mL) . The reaction mixture was 1 M
sorbitol, 10 mM maleate, pH 6.8 (Tris); 10 mM pyruvate-
malate was added as a substrate. Final volume was 1.5 mL.
The concentrations of phosphate (Pi) and K™ used are
indicated in the legends of each illustration. Stock solutions
were 2 M KCl or NaCl and 1 or 0.1 M phosphate buffer pH
6.8 (Tris).

Transmembrane potential (AW)

The transmembranal potential was determined using
safranine-O, following the absorbance changes at 511-
533 nm in a DW2000 Aminco spectrophotometer in dual-
wavelength mode (Akerman and Wikstrom 1976). We used
a final concentration of 0.5 mg protein/mL of mitochondria.
Yeast mitochondria were assayed in the respiration medium
plus 10 uM safranine-O. The concentrations of K" and Pi
are indicated under each figure. Where indicated, the
uncoupler p-chloromethoxycarbonylcyanide phenylhydra-
zone (CCCP) was added to a final concentration of 5 uM.

ATP synthesis

An enzyme—coupled assay system containing 162.5 pg/mL
hexokinase, 2 U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase,
20 mM glucose, 1.4 mM NADP', 200 pM MgCl, and
10 mM pyruvate-malate, was used to measure the rate of ATP
synthesis. The reaction was started by adding 200 pM ADP.
The reduction of NADP" was followed in a DW2C Aminco/
Olis spectrophotometer in dual mode at 340-390 nm (Cortés
et al. 2000). The NADPH extinction coefficient used was
6.22x10> (M-cm) '. The lyophilized enzymes were sus-
pended prior to each experiment as follows: hexokinase w