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RESUMEN

La fosforilaciéon oxidativa estd acoplada a la producciéon de ATP, proceso que
acelera el flujo de electrones en la cadena respiratoria. Existen sistemas desacoplantes
que disipan el gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial y aceleran
el consumo de oxigeno independientemente de la sintesis de ATP. Entre estos
sistemas se encuentra el canal inespecifico mitocondrial (scMUC) de Saccharomyces
cerevisiae. Los mecanismos de modulacién de apertura y cierre del ssMUC han sido
descritos, pero su estructura no se conoce. Shylp es una proteina de la membrana
interna mitocondrial que se encuentra codificada en el genoma nuclear de diversas
levaduras. Shy1p participa en el ensamblaje del complejo IV de la cadena respiratoria

y podria presentar una funcién adicional en la mitocondria.

En este trabajo se realizaron diferentes ensayos con la cepa 4shyl de S.
cerevisiae para determinar si la proteina participa en la modulacién de la apertura del
scMUC; para comprobar las caracteristicas de la cadena respiratoria de la cepa Ashy1;
asi como la posible relacién entre el scMUC y el estrés oxidante. Se observd que la
respiracion mitocondrial de la cepa 4shy1 se encuentra disminuida, pero puede crecer
a una velocidad comparable a la de la cepa silvestre en medio fermentable. El
complejo IV se encuentra disminuido, como indican las concentraciones de citocromo
a+as. Los resultados de hinchamiento y de potencial transmembranal indican que el
scMUC en la cepa 4shy1 permanece activo, aunque no responde de igual manera al de
la cepa silvestre. La produccion de ROS es menor cuando el canal se encuentra abierto,
es decir, cuando hay un potencial transmembranal bajo; la cepa Ashy1 parece producir
mas ROS. Adicionalmente, Ashyl es mas resistente que la WT al estrés oxidante
externo. Se concluye que es poco probable que Shylp participe en la estructura o la
modulacion del scMUC. Los efectos observados aqui probablemente se deban

solamente a la disfuncién de la cadena respiratoria causada por la ausencia de Shy1p.



ABSTRACT

Oxidative phosphorylation is coupled to ATP production, accelerating electron
flux in the respiratory chain. Uncoupling systems dissipate the mitochondrial
transmembrane potential and accelerate the rate of oxygen consumption regardless of
ATP synthesis. The mitochondrial unspecific channel from Saccharomyces cerevisiae
(seMUC) is among these systems. MUC opening and closing mechanisms have been
described but the structure is not yet known. Shy1p resides in the inner mitochondrial
membrane; it is encoded in the nucleus. Shylp participates in assembly of respiratory

Complex IV and might have additional function in mitochondria.

Here, the Ashyl strain of S. cerevisiae was studied to determinate whether it
participates in opening and closing of scMUC, to confirm the relationship with the
respiratory chain and to evaluate a possible relation between s¢MUC and oxidative
stress. We observed that in fermentable medium the Ashy1 strain grows as well as the
wild type. Complex IV activity and concentrations decreased. Swelling and
transmembrane potential results suggest that scMUC in 4shy1 is still present even
though it doesn’t respond in the same way as the wild type. When MUC is open, ROS
production decreases; however, Ashyl seems to produce more ROS. Additionally,
Ashy1 is more resistant than the WT to external oxidative stress. We conclude that it is
not likely that Shy1p is part of the structure of stcMUC. The phenotype is probably due
to dysfunction of the respiratory chain caused by the absence of Shy1p.



INTRODUCCION

La mitocondria

Las mitocondrias son organelos plasticos y dinamicos que constantemente
cambian su forma y que generan la mayoria del ATP requerido por las células. Las
mitocondrias estan delimitadas por dos membranas: la externa y la interna, que estan
separadas por el espacio intermembranal. El espacio rodeado por la membrana

interna se denomina matriz mitocondrial.

La membrana externa mitocondrial (MOM, por sus siglas en inglés) esta
constituida de aproximadamente 50% de lipidos y 50% de proteinas y es altamente
permeable a moléculas pequefas e iones. La proteina denominada porina, o canal
anionico dependiente de voltaje (VDAC), que forma canales a través de la membrana,

permite el paso de moléculas citosdlicas de hasta 10 kDa (Lodish et al. 2008).

La membrana interna mitocondrial (MIM, por sus siglas en inglés) esta
constituida por aproximadamente 20% de lipidos y 80% de proteinas. Forma pliegues
o crestas que se proyectan hacia la matriz mitocondrial aumentando su superficie. Es
mucho menos permeable que la MOM y contiene una variedad de proteinas
transportadoras que la hacen selectivamente permeable a moléculas que son
metabolizadas o requeridas por enzimas de la matriz mitocondrial. Las enzimas de la
matriz mitocondrial incluyen a aquellas que catabolizan piruvato y acidos grasos para
producir acetil CoA y aquellas que oxidan acetil CoA en el ciclo de Krebs. Los
principales productos de esta oxidaciéon son CO2, que es desechado y NADH que es la
fuente principal de electrones que son transportados a lo largo de la cadena
respiratoria. Las enzimas de la cadena respiratoria se encuentran embebidas en la

MIM y son esenciales para la fosforilacién oxidativa (Alberts et al. 2008).



La cadena transportadora de electrones

La 6xido-reduccion secuencial de los citocromos ubicados en la MIM dio lugar a
la idea de una cadena respiratoria. Los principales componentes de la cadena de
transporte de electrones son cuatro complejos multiproteicos: Complejo [ o NADH-
ubiquinona oxidorreductasa, Complejo II o Succinato-ubiquinona oxidorreductasa,
Complejo III o Ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa y Complejo IV o Citocromo c
oxidasa. Ademas hay acarreadores moviles de electrones en la cadena respiratoria

que incluyen a las quinonas y al citocromo c (Figura 1) (Berg et al., 2006).

Complejo I o NADH-ubiquinona oxidorreductasa

En eucariontes, este complejo respiratorio esta formado por 15 subunidades
centrales y hasta 32 accesorias, con una masa molecular de hasta 1000 kDa, siendo el
mas grande de los complejos de la cadena respiratoria. Las subunidades centrales
forman una estructura en L, con un brazo horizontal reclinado en la membrana y uno
vertical proyectado hacia la matriz, formado por los dominios de membrana e
hidrofilicos, que contiene todos los motivos de enlace para los grupos redox
prostéticos y el substrato NADH (Brandt 2006). Los genes que codifican para la
sintesis de esta enzima se encuentran tanto en el nicleo como en la mitocondria (Berg

etal., 2006).

En el complejo I, los electrones del NADH y/o FADH:2 generados durante la
glucdlisis, la oxidacién de acidos grasos y el ciclo de Krebs son transferidos al grupo
prostético FMN (flavina mononucleétido) de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa,
resultando en su forma reducida FMNHa2. Los electrones son transferidos del FMNH: a
una serie de centros hierro-azufre (Fe-S) del complejo multiproteico y finalmente a la
ubiquinona (Q) que se reduce formando ubiquinol (QH2). Esta reaccion esta acoplada
a la traslocacion de cuatro protones a través de la membrana hacia el espacio
intermembranal (Lodish et al. 2008). Las caracteristicas de la estructura - una cdmara

de reaccion Q unica sellada, un doblez tipo antiporte y una canalizacion entre el sitio Q
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y el canal E - sugieren que los cambios conformacionales derivados de las reacciones
redox se propagan a cuatro canales de protones via el eje central hidrofilico tinico, con
la ayuda de elementos acoplados y resultando en la translocacién de cuatro protones

por ciclo (Baradaran et al. 2013).

Complejo II o Succinato-ubiquinona oxidorreductasa

La succinato deshidrogenasa se localiza en la membrana interna mitocondrial y
es un componente fundamental del Complejo II. Contiene cinco grupos prostéticos y
cuatro diferentes subunidades: las subunidades C y D son proteinas integrales de
membrana y contienen el grupo hemo b y el sitio de unioén para la ubiquinona; las
subunidades Ay B se extienden hacia la matriz y y contienen tres centros 2Fe-2S, FAD
unido y un sitio de unidn a sustrato (Nelson & Cox 2013). La succinato deshidrogenasa
oxida una molécula de succinato a fumarato. Los dos electrones liberados en la
conversion de succinato a fumarato en forma de FADH: son transferidos a la
ubiquinona para formar ubiquinol (Berg et al. 2006). Este complejo no trasloca
protones al espacio intermembranal y por lo tanto no ayuda a la generaciéon de la
fuerza protén-motriz. Consecuentemente, menos ATP es formado por la oxidacion de

FADH: que de NADH (Lodish etal. 2008).

Complejo III o Ubiquinol-citocromo c oxido-reductasa

El ubiquinol, generado por la oxidacién de NADH o de succinato, dona dos
electrones al complejo Ubiquinol-citocromo c¢ oxidorreductasa (complejo III o
complejo bcl) regenerando a la ubiquinona. Este complejo es un dimero formado por
mondmeros de 11 subunidades. Contiene un total de tres hemos: dos hemos tipo b,
llamados bL (L por su baja afinidad) y bH (H por su alta afinidad) y un hemo tipo ¢
dentro del citocromo cI (Xia et al. 1997). Debido a la presencia de estos grupos
hemos a la enzima también se le conoce como citocromo bcl (Trumpower 1990). La

enzima presenta una proteina hierro-azufre con un centro 2Fe-2S y contiene dos sitios
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de unidn distintos para la ubiquinona llamados Qo y Qi, con el sitio Qi localizado cerca

del interior de la matriz (Covian & Trumpower 2005).

Dentro de este complejo los electrones son transferidos a la proteina hierro-
azufre, luego a dos citocromos tipo b y después al citocromo c1. Finalmente, los dos
electrones son transferidos a dos moléculas de citocromo ¢ oxidado (proteina
periférica del espacio intermembranal soluble en agua), formando citocromo c
reducido (Trumpower 1990). Este complejo trasloca cuatro protones de la matriz
mitocondrial al espacio intermembranal por cada par de electrones transferidos

(Lodish et al. 2008).

Complejo IV o Citocromo c oxidasa

La etapa final de la cadena transportadora de electrones es la oxidacion del
citocromo c reducido acoplada a la reduccién de O2 para formar dos moléculas de H:O.
Esta reaccion es catalizada por la citocromo c oxidasa o complejo IV. En mamiferos, su
estructura consiste de 13 subunidades (Tsukihara et al. 1996), de las cuales 3
(subunidades I, II y III) son codificadas por el genoma mitocondrial. Estas
subunidades exhiben un alto grado de conservacién entre especies (Herrmann &

Funes 2005; Fontanesi, Soto, et al. 2008).

Esta enzima contiene dos grupos hemo tipo A y tres iones de cobre, arreglados
en dos centros de cobre, designados A y B. Un centro (Cu A/Cu A) acepta electrones de
la forma reducida del citocromo c. Los dos hemos A, llamados hemo a y hemo as,
tienen propiedades diferentes debido a su localizacién dentro de la enzima. El hemo a
acarrea electrones del centro CuA /CuA y el hemo as pasa electrones a CuB, que esta
directamente adyacente. Juntos, el hemo a3 y CuB forman el centro activo en el cual el
oxigeno es reducido a agua. Los protones requeridos para formar H20 provienen de la
matriz mitocondrial, mientras que el complejo enzimatico trasloca dos protones al

espacio intermembranal (Berg et al. 2006).
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Figura 1. Fosforilacion oxidativa. Via del transporte de electrones (flechas blancas) y del
transporte de protones (flechas rosas) en la membrana interna mitocondrial (Lodish et al.

2008).

El transporte vectorial de protones

La fosforilacién oxidativa genera un gradiente electroquimico de protones que
se usa para sintetizar ATP. Los electrones provenientes de intermediarios reducidos
del metabolismo (NADH, FADH:) son transportados a lo largo de la cadena
respiratoria. Este flujo de electrones esta acoplado al bombeo de protones desde la
matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal. El transporte activo de protones
genera un gradiente de pH y luego un potencial eléctrico transmembranal que se
suman para dar como resultado la fuerza proton motriz. Cuando los protones
regresan a la matriz mitocondrial a través de un complejo enzimatico (ATP sintasa) el
ATP es sintetizado. Los complejos I, IIl y IV sirven como bombas de protones
transfiriendo 4, 4 y 2 protones respectivamente. Asi, la oxidacion de los sustratos se

encuentra acoplada mediante la generacién de un gradiente protén-motriz
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transmembranal a la formacién de ATP por el complejo V o F1Fo-ATP-sintasa (Anraku

et al. 1989; Mitchell 2011; Nicholls & Ferguson 2013).

Complejo V o ATP-sintasa

La fuerza protén-motriz generada por la translocaciéon de protones durante el
transporte de electrones en la cadena respiratoria es utilizada para sintetizar ATP.
Esto es posible gracias a la enzima transmembranal F1Fo-ATP sintasa o complejo V
(Alberts et al. 2008). La F1Fo-ATP sintasa tiene dos componentes principales, Fo y F1,
ambos formados por proteinas oligoméricas. Fo esta localizado dentro de la
membrana y contiene un canal transmembranal a través del cual los protones fluyen
hacia Fi, la cual se extiende hacia la matriz mitocondrial (Lodish et al. 2008). Esta
enzima crea una via hidrofilica a través de la membrana que permite el flujo de
protones hacia abajo de su gradiente electroquimico. Conforme los protones pasan a
través de la ATP-sintasa, hacia la matriz mitocondrial, generan un cambio
conformacional que favorece la reaccién entre ADP y Pi para generar ATP (Alberts et
al. 2008). La porcién F1 de la ATP sintasa funciona como un motor molecular
rotatorio, in vitro su subunidad Y rota contra las subunidades a3f3, hidrolizando ATP
en tres sitios cataliticos separados en las subunidades (. La rotacion reversa de la
subunidad Y, causada por el flujo de protones a través de la porcién Fo asociada,

conduce a la sintesis de ATP (Itoh et al. 2004).

La cadena respiratoria de S. cerevisiae

La cadena respiratoria de S. cerevisiae difiere de la de mamiferos y otras
especies de levadura en que no tiene complejo I (Joseph-Horne et al. 2001). Presenta
tres NADH deshidrogenasas alternas: una interna Ndilp, que permite la entrada del
NADH desde la matriz mitocondrial (De Vries et al. 1992); y dos externas, Ndelp y
NdeZ2p (Luttik et al. 1998) que permiten la entrada de electrones a la cadena
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respiratoria desde el espacio intermembranal (Overkamp et al. 2000). Este tipo de

deshidrogenasa no bombea protones al espacio intermembranal.

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La cadena respiratoria es una fuente importante y continua de ROS
(Kowaltowski & Vercesi 1999). La oxidacién de NADH y FADH: sélo se lleva a cabo si
el ADP es fosforilado a ATP simultdneamente. Cuando el ATP es consumido, los niveles
de ADP aumentan, por lo que es necesario regenerar el ATP y se activa la cadena
transportadora de electrones. Cuando la concentracion de ADP disminuye, la tasa de
flujo de electrones a través de la cadena transportadora disminuye (estado IV de la
respiracion) y la mitocondria se convierte en una importante fuente de ROS (Chen et

al. 2003; Barros et al. 2003).

A pesar de que la citocromo ¢ oxidasa y otras proteinas de la cadena
respiratoria son muy eficientes para evitar liberar intermediarios, pequefias
cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS) se forman constantemente
(Murphy 2009). Las ROS estan asociadas a dafio celular, estrés oxidativo y muerte
celular programada (Farrugia & Balzan 2012). La fuga de electrones en pasos
intermedios de la cadena respiratoria promueve la reduccién monoelectrénica de
oxigeno, el cual genera el radical superéxido (O2°*-) (Turrens 1997). En la mitocondria
el complejo Il y el complejo I son los principales sitios de generacion de ROS (Chen et
al. 2003; Goncalves et al. 2014). También se ha reportado que una fuerza proton
motriz alta en estado 4 incrementa la probabilidad de formacién de superéxido

(Korshunov et al. 1997).

Para protegerse contra el estrés oxidante existen enzimas que eliminan a las
ROS. Entre éstas se encuentra la superdéxido dismutasa (SOD), que cataliza la
conversion de dos radicales superédxido (02°-) a perdxido de hidrogeno (H202) y
oxigeno (02). El perdéxido de hidrogeno es removido por la catalasa y otras

peroxidasas, que lo convierten en H20 (Berg et al. 2006). Un posible componente
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antioxidante de la mitocondria es el citocromo ¢ (Barros et al. 2003). También existen
sistemas que pueden prevenir la formacién de ROS mediante procesos de

desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Guerrero-Castillo et al. 2011).

Desacoplamiento fisioldgico

El transporte de electrones se encuentra acoplado a la fosforilacion del ADP,
sin embargo, existen mecanismos que pueden alterar este acoplamiento disipando el
gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial y acelerando la tasa de
consumo de oxigeno independientemente de la sintesis de ATP (Figura 2). Dichos
mecanismos pueden provocar la pérdida del gradiente de pH transmembranal
(sumideros de protones) o pueden reducir el oxigeno a agua sin contribuir al
potencial transmembrabal (enzimas redox que no bombean protones) (Kadenbach
2003; Guerrero-Castillo et al. 2011). Los sumideros de protones (Figura 3) pueden ser
canales o transportadores, entre ellos encontramos: al canal inespecifico mitocondrial
(MUC) de levaduras como S. cerevisiae (ssMUC) (Manon et al. 1998) y Debaryomyces
hansenii (phMUC) (Cabrera-Orefice et al. 2010), cuyo equivalente en mamiferos es el
poro de transicion de la permeabilidad (PTP) (Haworth & Hunter 1979). Las proteinas
desacoplantes (UCPs), que disipan gradientes de protones, como la encontrada en
Yarrowia lipolytica (Luévano-Martinez et al. 2010). Las oxido-reductasas alternas, que
son enzimas de la cadena respiratoria que no bombean protones, como por ejemplo,
las encontradas en D. hanseniiy Y. lipolytica (Veiga et al. 2003; Kerscher et al. 2002).Y,
el deslizamiento, que incluye variaciones en la estequiometria en H*/e- observado en S.

cerevisiae (Manon et al. 1998) (Figura 2).
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Figura 2. Sistemas de desacoplamiento fisiolégico en mitocondrias de levaduras. La tasa de
consumo de oxigeno puede ser acelerada independientemente de la sintesis de ATP ya sea por
la disipaciéon del gradiente de pH transmembranal o por la reduccién del oxigeno sin
contribuir al gradiente de protones. Estos mecanismos se encuentran presentes en diferentes

especies de levaduras (Guerrero-Castillo et al. 2011).
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-

-
- q--

S

+',

¥ W'\
%0; W0 X+ Y H*

Figura 3. Sumideros de protones. Una vez que la cadena respiratoria ha establecido un
gradiente de protones, los protones pueden ser devueltos a la matriz a través de canales

inespecificos (a) o a través de proteinas desacoplantes que son protonoéforos especificos (b)

(Guerrero-Castillo et al. 2011).
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Transicion de la permeabilidad

Las mitocondrias de diversas especies pueden experimentar un incremento
masivo en la permeabilidad conocido como transiciéon de la permeabilidad (Uribe-
Carvajal et al. 2011). La transiciéon de la permeabilidad mitocondrial es el incremento
en el transporte no selectivo de iones y metabolitos con masas moleculares de hasta
1.5 kDa a través de la membrana interna mitocondrial (Haworth & Hunter 1979)
(Jung et al. 1997). Este incremento es mediado por la apertura de un poro o canal cuya
funcién ha sido ampliamente caracterizada pero cuya estructura molecular
permanece incierta (Gutiérrez-Aguilar & Uribe-Carvajal 2015; Azzolin et al. 2011). La
presencia de este tipo de canales en mitocondrias de diferentes especies esta
relacionada con el desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa; sin embargo, los
mecanismos de modulaciéon observados en el canal son diferentes entre especies

(Uribe-Carvajal et al. 2011).

Poro de transicion de la permeabilidad (PTP) en mamiferos

En mamiferos, la apertura del poro de transicion de la permeabilidad (PTP)
acelera el comienzo de la transicién de la permeabilidad (Haworth & Hunter 1979).
Bajo ciertas condiciones de sobrecarga de calcio, especialmente cuando es
acompafiada de estrés oxidativo, concentraciones elevadas de fosfato y desaparicion
de adenin nucleotidos, el poro inespecifico se abre (Halestrap 2009). Durante la
apertura la conductancia de la membrana aumenta, lo cual abate los gradientes
quimicos y eléctricos (Azzolin et al. 2011). La apertura del poro se ha relacionado con
la muerte celular (apoptosis) y patogénesis de enfermedades (Rasola & Bernardi
2007).

Aunque se sabe mucho sobre la funcién del poro la estructura molecular del
mismo es aun desconocida (Halestrap 2009; Gutiérrez-Aguilar & Uribe-Carvajal 2015;
Rasola & Bernardi 2007). Diversas proteinas y moléculas que podrian constituir o

regular el poro han sido reportadas previamente (Figura 4): la adenin nucleétido
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translocasa (ANT) (Halestrap et al. 1997); el canal aniénico dependiente de voltaje
(VDAC) (Crompton et al. 1998); la ciclofilina A (CsA) (Jung et al. 1997); el acarreador
de fosfato (PiC) (Leung et al. 2008), componentes de la maquinaria de importacién de
proteinas (PIM), el complejo I de la cadena respiratoria y la ciclofilina D (CypD)
(Tanveer et al. 1996), entre otras. Sin embargo, cuando se han eliminado la mayoria
de estas proteinas la actividad del poro no es totalmente suprimida (Uribe-Carvajal et
al. 2011). Por otro lado, también se ha propuesto que el poro estd formado por
agregados de proteinas mal plegadas relacionadas al estrés oxidativo (He & Lemasters
2002). Adicionalmente se ha propuesto la participaciéon de la ATP-sintasa en la
formacion del poro (Giorgio et al. 2013) y un modelo de la transiciéon del complejo

para formar el poro (Bernardi 2013).

Figura 4. Componentes propuestos del PTP (MUC de mamiferos) (Uribe-Carvajal et al. 2011).
La ciclofilina (CypD) es, hasta el momento, el Gnico componente cierto (aunque regulatorio).
Otras proteinas que han sido propuestas al menos como reguladores de la estructura son:

VDAC (canal aniénico dependiente de voltaje); PiC (acarreador de fosfato); ANT (translocador
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de adenin nucleétidos) y; TIM/TOM (componentes del poro de la maquinaria de importacion

de proteinas).

Canal inespecifico mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae

El canal inespecifico mitocondrial en S. cerevisiae (ssMUC ) que es considerado
el equivalente del PTP de mamiferos (Manon et al. 1998) ha sido estudiado con detalle.
El scMUC cierra en respuesta a bajas concentraciones de ATP, a altas concentraciones
de Pio ADP y a altas concentraciones de Mg2* al igual que el prMUC (canal inespecifico
mitocondrial de D. hansenii) (Cabrera-Orefice et al. 2010; Pérez-Vazquez et al. 2003);
y abre cuando hay exceso de ATP (Prieto et al. 1995). A diferencia de mamiferos, el
papel del Ca%* en la transicién de la permeabilidad en S. cerevisiae no es clara;
aparentemente carece de efecto (Jung et al. 1997), pero bajo ciertas condiciones

experimentales induce la transicién de la permeabilidad (Yamada et al. 2009).

La apertura del canal disipa el potencial transmembranal despolarizando a la
mitocondria (Manon et al. 1998) e induciendo un arresto inmediato en la sintesis de
ATP (Bernardi 1999). La apertura del MUC es regulada por la concentraciéon de
fosfato: la disminucién de [Pi] resulta en la apertura del canal (Manon et al. 1998).
Esto sugiere que el potencial de fosforilacion o la carga energética controlan la
apertura del canal (Wallace et al. 1994). Como consecuencia, se incrementa la tasa de
consumo de oxigeno y disminuye la produccion de ROS, ya que un bajo potencial
transmembranal disminuye las probabilidades de formaciéon de superéxido

(Korshunov et al. 1997).

La estructura del ssMUC se desconoce aunque se han propuesto diversos
modelos (Gutiérrez-Aguilar & Uribe-Carvajal 2015). Entre las proteinas propuestas
estd el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) (Gutiérrez-Aguilar et al. 2007); el
acarreador de adenin nucledtidos (ANT) (Roucou et al. 1997); y el acarreador de

fosfato (PiC) (Gutiérrez-Aguilar et al. 2010).
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Shylp

Shylp es una proteina localizada en la membrana interna mitocondrial de
Saccharomyces cerevisiae, codificada por el gen YGR112w del cromosoma VII. Su
homodlogo en humanos es el gen SURF-1 (de donde deriva el nombre SHY1: Surf
Homologue of Yeast), que codifica a la proteina Surf. Su peso molecular es de 45 kDa y
contiene en su estructura dos segmentos transmembranales que parecen pertenecer a

dos dominios funcionalmente independientes (Mashkevich et al. 1997).

Participa en la regulacion de la expresion de la subunidad Cox1 de la citocromo
¢ oxidasa (Barrientos et al. 2002) y forma complejos con otros componentes
mitocondriales (Mick et al. 2007; Nijtmans et al. 2001). Shy1p promueve la biogénesis
del complejo IV a través de su asociacidn con diferentes reguladores de la traduccion
de Cox1 y otros factores de ensamblaje del complejo IV (Mick et al. 2007). Después de
participar en el ensamblaje del complejo respiratorio, Shylp permanece anclada en la
membrana, sin embargo se desconoce alguna funcién adicional. Su ausencia
disminuye hasta en un 80% la respiracion mitocondrial y la levadura mutada pierde la

capacidad de crecer en sustratos respiratorios (Barrientos et al. 2002).

Los defectos en el proceso de ensamblaje del complejo IV en humanos (los mas
frecuentes relacionados con mutaciones en SURF-1) conducen a desérdenes severos,
como el Sindrome de Leigh (Bestwick et al. 2010). La mutante Ashy1 de S. cerevisiae ha
sido usada como modelo para comprender el proceso de ensamblaje de la citocromo c
oxidasa en mutantes de la proteina SURF-1 relacionadas al sindrome de Leigh

(Bestwick et al. 2010).
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JUSTIFICACION

Shylp es una proteina asociada al ensamblaje del complejo IV de la cadena
respiratoria en mitocondrias. Después de participar en el ensamblaje del complejo IV
permanece anclada en la membrana, ya que presenta dominios transmembranales
(Mashkevich et al. 1997) y forma complejos con otras proteinas no relacionadas al

complejo IV (Nijtmans et al. 2001) sin conocerse una funcién adicional.

En el laboratorio se hizo un andlisis del genoma mitocondrial de tres levaduras
con el fin de identificar posibles proteinas formadoras del ssMUC. Esta proteina se
encuentra codificada en el genoma de Saccharomyces cerevisiae y Debaromyces
hansenii, dos levaduras que presentan canal mitocondrial inespecifico y no se
encuentra en el genoma de Yarrowia lipolytica, levadura que no presenta canal
mitocondrial inespecifico. Estos datos en conjunto hacen posible proponer que Shy1p
sea parte de la estructura del sctMUC. A pesar de que el canal mitocondrial de S.
cerevisiae ha sido intensamente estudiado su estructura no ha sido elucidada. Se han
propuesto diversas proteinas que podrian formar el canal, sin embargo, no se tiene un

modelo definitivo. Se propone que Shy1p pueda formar parte del canal.
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HIPOTESIS

Si la proteina Shylp de S. cerevisiae forma parte de la estructura del canal
mitocondrial inespecifico (MUC), una cepa carente de dicha proteina no respondera a

reguladores de apertura y cierre de este canal.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion de la proteina Shylp en la respuesta a moduladores del

MUC de Saccharomyces cerevisiae.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el coeficiente respiratorio en las cepas WT y A4shyl a diferentes
concentraciones de fosfato (Pi).

e Medir el potencial transmembranal en ambas cepas a diferentes
concentraciones de Pi.

e Medir el hinchamiento de las mitocondrias a diferentes concentraciones de Pi.

e Cuantificar los citocromos de las cepas WT y Ashy1 por espectroscopia.

e Medir la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en condicion de
poro abierto y poro cerrado.

e Evaluar la sensibilidad a per6xido de la cepa WT y 4shy1.
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METODOLOGIA

Material biologico

Cepa WT— NB40-36A: MATa; lys2; arg8::hisG; ura3-52; leu2-3,112; [rho+]; D273-10B
(Perez-Martinez et al. 2003).

Cepa Ashyl— XPM60: MATa; lys2; arg8::hisG; ura3-52; leu2-3,112; [rho+]; D273-10B;
shy1-delta::URA3.

Ambas cepas fueron donadas por la doctora X4chitl Pérez Martinez, IFC, UNAM.

Para comprobar que la cepa Ashy1 tuviera el gen eliminado se realizé una PCR con
oligonucleétidos especificos para la amplificacién del gen Shyl y se tomdé como

control la amplificacion del gen en la cepa silvestre (Datos no mostrados).

Curvas de crecimiento

La velocidad de crecimiento de ambas cepas se midi6 en un lector de placas
automatizado Bioscreen. A partir de los precultivos se tomaron 30 pl y se inocularon
en pozos con 270 pl de medio YPGal en placas de 100 pozos. Como blanco se utilizaron
pozos con 300 pl de medio YPGal. Las lecturas se hicieron cada hora, durante 48

horas, a 30°C, con agitacidn constante. Se utilizé un filtro de 600 nm.

Cultivo de levaduras

Ambas cepas se estriaron en medio solido YPD (extracto de levadura 1%,
peptona de gelatina 2%, dextrosa 2%, agar 2%) y después de 24 horas a 30°C se
guardaron a 4°C para su uso posterior. Los precultivos se realizaron tomando una
colonia de la cepa deseada e inoculandola en 125 ml de medio YPGal (extracto de

levadura 1%, peptona de gelatina 2%, galactosa 2%). Se incubaron a 30°C por 24
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horas con agitacién constante. El volumen total del precultivo se inoculaba en 850 ml

de medio YPGal y se dejaba crecer a 30°C por 24 horas con agitacion constante.

Aislamiento de mitocondrias

Se cosecharon los cultivos de 24 horas en agitacion centrifugando a 5000 rpm
por 5 min en una centrifuga Beckman con el rotor JA-14. Se desech6 el sobrenadante y
se resuspendid el botén en agua bidestilada. Se juntaron las levaduras obtenidas en 2
frascos de 250 ml y se centrifugaron a 4000 rpm por 5 minutos. Se desecho6 el
sobrenadante y se resuspendio el botdn en amortiguador de extraccion (Manitol 0.6 M,

MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA) con albiimina al 1%.

Se rompieron las células empleando un homogeneizador (Bead-Beater Biospec
Products, USA) con perlas de vidrio (0.45 mm) previamente lavado con el
amortiguador de extraccion y luego con el amortiguador de extraccion con albimina
al 1%. Las levaduras se colocaron en la camara con perlas y se coloc6 una camisa de
hielo para mantenerla fria. Se aplicaron tres pulsos de 20 segundos con 40 segundos
de reposo entre cada pulso para homogeneizar (Uribe et al. 1985). Se verti6 el
homogenizado en tubos de 50 ml. Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion
diferencial (Pefia et al. 1977): Se centrifugaron los tubos a 3000 rpm por 5 min. Se
recuperaron los sobrenadantes en tubos limpios. Se centrifugaron los sobrenadantes a
9500 rpm por 10 min. Se desecharon los sobrenadantes y con ayuda de una toalla de
papel se eliminaron los residuos de grasa adheridos a la pared del tubo. Se
resuspendieron los botones rojos con un pincel y un poco de amortiguador de
extraccion. Se concentraron todos los volumenes en un solo tubo y se agregé
amortiguador de extraccion para completar 40 ml (aprox.). Se centrifugaron a 5500
rpm por 5 min. Se recupero el sobrenadante en un tubo limpio. Se centrifug6 a 12 000
rpm por 15 min. Se desech6 el sobrenadante y se resuspendié el botén que contiene
las mitocondrias con unas gotas de amortiguador de extraccion. Todo el proceso se
lleva a cabo en frio. Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Beckman con

el rotor JA25.5.

22



Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina se determind utilizando el método de Biuret en
un espectrofotémetro Beckman DU-50 a una longitud de onda de 540 nm (Gornall et
al. 1949). La interaccién del i6n Cu?* del reactivo de Biuret con los enlaces peptidicos
genera una coloracion violeta proporcional a la concentracion de proteina de la
muestra que se traduce en un cambio en la absorbancia. A 2 ml de reactivo Biuret se le
afiadieron 125 pl de desoxicolato de sodio (DOC) al 1%, 350ul de agua destilada y
25ul de la suspensiéon de mitocondrias; se dejé incubando durante 15 minutos a

temperatura ambiente. Se utilizé un blanco sin mitocondrias para calibrar el equipo.

Oximetria

Se utilizO un oximetro Strathkelvin modelo 782 (Warner/Strathkelvin
Instruments) con un electrodo tipo Clark inmerso en una camara de 1 ml con
agitacion y temperatura constante de 30°C controlada por un bafio HAAKE-FE-2
(Thermo Electron, Karlsruhe). Las reacciones se llevaron a cabo en medio de
respiracion (Manitol 0.6 M, MES 5 mM, KCL 20 mM, pH 6.8 ajustado con TEA). Se
obtuvo una basal con el medio de respiracién y se adicionaron las mitocondrias a una
concentracion de 0.5 mg/ml. Se hicieron mediciones con diferentes concentraciones
de fosfato (4 mM, 2 mM, 1 mM, 0.4 mM, 0.2 mM, 0 mM). Para evaluar el estado 4, se
adiciond etanol 4ul/ml como sustrato respiratorio y para inducir el estado 3 se afiadi6

ADP 400pM.

Determinacion del potencial transmembranal (AW)

Para determinar el potencial transmembranal se utilizé naranja de safranina

(Akerman & Wikstrom 1976), que es un colorante catiénico que es atraido hacia la
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matriz mitocondrial negativa; cuando se abre el ScMUC se abate el AW, la atraccién del
colorante hacia la mitocondria disminuye o se pierde. Estos cambios se pueden medir
espectrofotométricamente. En el laboratorio se utilizé un espectrofotometro de doble
haz (SLM AMINCO DW2000) en modo dual, utilizando las longitudes de onda de 511y
533 nm en el monocromador 1 y 2 respectivamente. La absorbancia a 511 nm
aumenta cuando hay un incremento en el AW. Se utilizaron celdas de vidrio de 1 cm de
paso de luz, con 2 ml de la mezcla de reacciéon: Manitol 0.6 M, MES 5mM, pH 6.8
(ajustado con TEA); KCL 20 mM; etanol 4 upl/ml y; safranina 10 pM. Se hicieron
experimentos con diferentes concentraciones de fosfato (4 mM, 2 mM, 1 mM, 0.4 mM,
0.1 mM, 0 mM). A los 20 segundos se adicionaron las mitocondrias a una
concentracion final de 0.5 mg/ml y a los 90 segundos se adicioné 1 pl de CCCP como
desacoplante, para promover un colapso en el potencial transmembranal. Los
experimentos se realizaron durante 150 segundos a temperatura ambiente y con

agitacion constante.

Hinchamiento mitocondrial

Las variaciones del volumen mitocondrial se determinaron por los cambios en la
absorbancia de la muestra: al abrir el ssMUC, aumenta el volumen mitocondrial y
disminuye la absorbancia de la muestra. Esto se monitore6 utilizando un
espectrofotémetro AMINCO DW2000 en modo Split a 540 nm. La mezcla de reacciéon
fue Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 (ajustado con TEA); etanol 4 ul/ml, KCl 20mM y
diferentes concentraciones de fosfato (4 mM, 2 mM, 1 mM, 0.4 mM, 0.1 mM, 0 mM).
Las mitocondrias se colocaron a una concentracion final de 0.5 mg/ml en un volumen
final de 2 ml. A los 30 segundos se adicionaron 20 pl de KCI. Se registr6 durante 300

segundos el cambio en la absorbancia.

Espectros diferenciales
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El contenido de citocromos en mitocondrias aisladas se determin6 mediante la
obtencion de espectros diferenciales. Se realizé un barrido de 500 nm a 680 nm en un
espectrofotémetro AMINCO DW2000 (Olis Inc. Bogart, GA, EUA). Especificaciones del
espectrofotémetro: modo Split; nimero de incrementos: 600; lecturas por dato: 15;
Slits: 2 nm; cambio de ldmpara a 300; ancho de banda: 8nm. Los espectros basales se
obtuvieron de la siguiente manera: se colocaron 2.5 mg/ml de mitocondrias en
amortiguador de extraccion (Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA) y se
agitaron en un vortex durante un 1 minuto; se colocaron 2 celdas iguales, una como
muestra (S) y otra como referencia (R). El espectro oxidado se obtuvo al adicionar 5 pl
de K3[Fe(CN)s] en la celda de referencia y agitar suavemente. El espectro reducido se
obtuvo después de adicionar hidrosulfito de sodio (ditionita de sodio) con una
espatula pequefia en la celda de muestra. Al espectro reducido se le resta el espectro
oxidado para obtener el espectro diferencial (Nicholls & Ferguson 2013). El contenido
de citocromos por mg de proteina se calculé utilizando los siguientes coeficientes de
extincién molar: citocromos a+as, Ags04-630nm = 24mM-1 cm1 (Steffens et al. 1987);
citocromo b, Ags63-577nm = 28 mM-1 cm! (Berden & Slater 1970); citocromo c+c1 Agss3-

53onm= 19.1 mM-1 cm (Green & Tisdale 1959).

Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La velocidad de producciéon de ROS se determindé mediante el método de
Amplex® Red perdxido de hidrégeno/peroxidasa (Zhou et al. 1997). El superoéxido
generado en las mitocondrias se dismuta a peréxido de hidrégeno por las superéxido
dismutasas, tanto la endégena como la que se afiade en el ensayo. El perdxido de
hidrégeno difunde al exterior de las mitocondrias, en donde funciona como sustraro
de la peroxidasa que a su vez oxida al Amplex Red generando resorufina (€571nm= 54
mM-1 cm-1). Para los ensayos se utilizé un lector de placas POLARStar Omega, BMG
LABTECH) con longitudes de onda de excitacién y emision de 540 y 600 nm,
respectivamente (Drése & Brandt 2008). La mezcla de reaccion contenia:

Amortiguador Manitol 0.6 M, MES 5 mM [pH 6.8], fosfato (Pi 4 mM o Pi 0.4 mM),
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Amplex Red 10 pM, peroxidasa de rabano 0.1 U/ml, superéxido dismutasa 100 U/ml.
Como sustrato se utiliz6 etanol 4pl/ml. Las mitocondrias aisladas se agregaron a una

concentracion de 1.2 mg/ml.

Se colocd en cada pozo la concentracion de fosfato requerida para abrir o
cerrar el poro (Pi 4 mM o 0.4 mM, respectivamente), la mezcla de reaccién y
finalmente las mitocondrias. Como blanco se utilizaron pozos sin mitocondrias. Se

introdujo la placa en el lector y se tomé la lectura durante 10 min.

La velocidad de produccion de ROS se determindé por el cambio en la
fluorescencia de la resorufina en funcién del tiempo. Este cambio es lineal en un
intervalo de 0 a 10 minutos aproximadamente. Para cambiar de unidades de
fluorescencia a nmol de H202 por unidad de tiempo se realizé una curva estandar de
peroxido de hidrogeno de 0 a 1 uM. Se obtuvo la diferencial del minuto 0 al minuto 5

para determinar la cantidad de ROS producida.

Ensayo de sensibilidad a peréxido de hidrogeno (H20:2)

Se cultivaron las células en medio YPD a una D.0.(600 nm) de 0.6. Los cultivos
se mantuvieron en agitaciéon constante a 30°C. Los tiempos de cultivo variaron de
acuerdo a la velocidad de crecimiento de cada cepa. Se tom6 1 ml de cada cultivo y se
hicieron diluciones seriales (1:10, 1:100, 1:1000) en medio YPD. A un volumen final de
1ml de estas diluciones se le agregaron diferentes concentraciones de H202 (0, 10, 100
y 1000 mM) y se dejaron incubando una hora en agitacién constante a 30°C. Al
terminar el tiempo de incubacién, se tomaron 5ul de cada una de las diluciones y se
sembraron por goteo en YPD soélido. Se dejaron incubando a 30° por 48 h. Se registré

el crecimiento a las 24 y 48 horas.
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RESULTADOS

Curva de crecimiento

Para comparar la velocidad de crecimiento de ambas cepas en YPGal se midio
el aumento de densidad 6ptica a 600 nm durante 48 horas. Las mediciones se
realizaron automaticamente cada hora. En las curvas de crecimiento se observa que la
cepa 4shyl tiene un crecimiento mas lento que la cepa silvestre. Cuando la cepa
silvestre se encuentra a la mitad de la etapa exponencial (11 horas) la cepa mutante
apenas comienza la fase exponencial. Asi mismo, cuando la cepa silvestre entra en la
etapa estacionaria (18 horas), la cepa mutante apenas ha rebasado la mitad de la
etapa exponencial. Finalmente, al alcanzar la fase estacionaria, ambas cepas alcanzan

una densidad 6ptica similar, aunque Ashy1 fue ligeramente menor (Figura 5).

Curva de crecimiento
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Figura 5. Curva de crecimiento de las cepas WT y Ashy1 de S. cerevisiae. Se inocularon 30 pl de
precultivo en 270 pl de medio YPGal. Se midi6 el aumento de densidad 6ptica a una longitud
de onda de 600 nm en un lector de placas automatizado Bioscreen. Se tomaron medidas cada

hora durante 48 horas.
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Consumo de oxigeno

Para determinar la capacidad respiratoria de las mitocondrias de la cepa Ashy1
con respecto a la cepa silvestre se midi6 la velocidad de consumo de oxigeno en el
Estado IV (estado estacionario) y el Estado III (estado fosforilante). La concentracén
de fosfatos agregados al medio se varié de 4 mM a 0 mM para observar los efectos

ocasionados por el cierre y la apertura del MUC.

El consumo de oxigeno esta regulado principalmente por el potencial
transmembranal. Cuando el potencial transmembranal es elevado, el consumo de
oxigeno es lento. Este es el estado de reposo de la cadena respiratoria (Estado IV).
Cuando se abate el potencial transmembranal, la cadena respiratoria aumenta su
actividad y se acelera el consumo de oxigeno. Un mecanismo de abatimiento del
potencial transmembranal es la fuga controlada de H* hacia el interior de la matriz a
través de la F1Fo ATP sintasa, hecho que ocurre durante la sintesis de ATP (Estado III)

(Nicholls & Ferguson 2013).

En la Tabla 1 se presentan las tasas de consumo de oxigeno en el Estado 111 y el
Estado IV de las mitocondrias aisladas de ambas cepas con diferentes concentraciones
de fosfato. Se observa una tendencia al aumento en el consumo de oxigeno en ambas
cepas durante el Estado IV conforme se disminuye la concentracién de fosfato y el
scMUC se abre. Contrario a esto, en el Estado III se observa un aumento en el consumo

de oxigeno conforme la concentracién de fosfato aumenta y el scMUC se cierra.

En la cepa 4shy1, el consumo de oxigeno durante cualquier condiciéon (Estado
I1I, IV, alto y bajo fosfato) disminuyd a aproximadamente un 70% del consumo de

oxigeno en la cepa silvestre.

En ambas cepas, a una concentracién alta de fosfatos, en dénde el scMUC se
encuentra cerrado, se observa que el estado IV es menor que el estado III. Al tener el
scMUC cerrado, la levadura es capaz de generar un potencial transmembranal por lo
que al inducir el estado fosforilante con ADP, la cadena respiratoria se acelera

consumiendo el oxigeno del medio y generando ATP. Conforme bajamos las
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concentraciones de fosfato, el ssMUC se abre y se invierten los valores: el estado IV
pasa a ser mayor que el estado III. Al tener el stsMUC abierto el consumo de oxigeno en
estado estacionario aumenta sin embargo, la mitocondria no es capaz de sostener un
potencial transmembranal, por lo que el inducir el estado fosforilante no acelera la

cadena de transporte de electrones.

Tabla 1. Consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de las cepas WT y Ashyl durante los

Estados IV y IIL

Tasa de consumo de oxigeno (natgO ¢ (minemg prot)-1)

Estado IV Estado III
[Pi] WT Ashy1 WT Ashy1
4 mM 161+8 43 +11 332+ 20 71+ 14
2 mM 182 + 22 44 +9 305 + 54 63+7
1 mM 184 + 28 56 +14 262 + 31 58+ 12
0.4 mM 234 £ 44 60 + 10 214 + 48 60 +6
0.1 mM 225+ 40 74 £ 22 173 £ 27 57+12

El control respiratorio es un pardmetro adimensional que permite comprobar
la integridad de una preparacion de mitocondrias. Indica que la mitocondria es capaz
de sostener un potencial transmembranal adecuado y de reaccionar a la pérdida de
ese potencial. Con los datos de la tabla 1 se determind el control respiratorio de ambas
cepas, dividiendo el consumo de O: del Estado III entre el consumo de oxigeno del

Estado IV (Figura 6) (Nicholls & Ferguson 2013).

A altas concentraciones de fosfatos, el CR de la cepa 4shy1 resulté menor al de
la cepa silvestre. Conforme el scMUC se abre, el CR disminuye en ambas cepas como

consecuencia del aumento de respiracién en el Estado IV.
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Figura 6. Efecto de la concentracién de fosfato [Pi] en el control respiratorio (CR) de
mitocondrias aisladas en las cepas WT y Ashy1 de S. cerevisiae. Medio de reaccién: Manitol
0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA; KCl 20 mM; Pi [4-0 mM]. Concentracién de
mitocondrias: 0.5 mg/ml. Sustrato: etanol 4 pl/ml. El estado III fue inducido al afiadir ADP 400
UM. (¢)WT S. cerevisiae; (m)Ashy1 S. cerevisiae. Los datos usados para calcular el control

respiratorio fueron tomados de la Tabla 1.

Cuando el CR tiene valores cercanos a dos se dice que existe un acoplamiento
entre el consumo de oxigeno y la formacién de un potencial transmembranal; un CR
cercano a 1 indica que no se esta estableciendo un potencial transmebranal, esto
puede deberse a dafios en la membrana interna durante el aislamiento o a que el MUC
se encuentra abierto (Pérez-Vazquez et al. 2003). En la cepa silvestre se observa un
CR de 2 cuando la concentracién de fosfato es alta [Pi 4 mM], es decir, el canal esta
cerrado. En el caso de 4shyl con el scMUC cerrado el CR es de 1.6, que puede ser
debido a que no se puede establecer un potencial transmembranal adecuado debido al
mal ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa o a una deficiencia en la estructura del

scMUC. A una concentracién de fosfato de 0.4 mM se observa que el valor de CR para
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ambas cepas es de 1, consecuencia de un aumento de consumo de oxigeno en el estado

[V probablemente relacionado con la apertura del canal (Figura 6).

Potencial transmembranal AW

El potencial transmembranal es un indicador de la capacidad de la mitocondria
para generar y mantener una diferencia de iones entre ambos lados de la membrana
interna y un marcador de funcionalidad de la cadena respiratoria (Szabo et al. 1992).
En nuestro trabajo se exploraron los efectos de diferentes concentraciones de fosfato

en el potencial transmembranal mitocondrial (AW) de la cepa WT y de la cepa 4shy1.

Se observé que tanto en la cepa WT como en la cepa Ashyl el potencial
transmembranal disminuye al abrirse el canal con bajas concentraciones de fosfato y
aumenta al cerrar el canal con altas concentraciones de fosfatos. Sin embargo, el
potencial transmembranal en la cepa Ashy1 tarda mas tiempo en generarse mientras

que en la cepa WT el aumento del A¥ es inmediato (Figura 7).

En la cepa silvestre se observa que al disminuir la concentracién de fosfato los
valores de potencial transmembranal también disminuyen. No obstante, el potencial
transmembranal es constante a través del tiempo. Este potencial es constante hasta
que se le adiciona el desacoplante CCCP, el cual provoca su caida. A altas
concentraciones de fosfato (4-1 mM), se observa facilmente la caida de este potencial.
A bajas concentraciones de fosfato (0.4-0.1 mM), el AY generado es muy bajo y no
presenta una disminucidn significativa al adicionar CCCP. Al no adicionar fosfato no se

genera potencial transmembranal por lo que al adicionar CCCP no existe cambio en el.

En la cepa 4shyl también se observa una disminucion en los valores de AW
conforme se disminuye la concentraciéon de fosfato. Sin embargo, en todas las
concentraciones el potencial transmembranal no es estable; incrementa gradualmente
conforme pasa el tiempo, lo que nos indica que la Ashyl es capaz de establecer un
potencial transmembranal a concentraciones de fosfatos altas (scMUC cerrado), pero

es un proceso mas lento que en la WT (Figura 7). A diferencia de la cepa silvestre, a
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concentracion de fosfato de 0.4 mM se observa un incremento gradual del potencial
transmembranal; mientras que a 0.1 mM se comporta de manera similar que la
silvestre. Por otro lado, al adicionar CCCP se observa una caida en el potencial

transmembranal, pero no es tan rapida como en la silvestre.
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Figura 7. Efecto del fosfato (Pi) en el potencial transmembranal de mitocondrias aisladas de
las cepas WT y Ashy1 de S. cerevisiae. Condiciones experimentales: Manitol 0.6 M, MES 5 mM,
pH 6.8 ajustado con TEA; KCL 20 mM; Pi [4-0 mM)], safranina 10 pm. Sustrato: etanol 4 pl/ml.
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Las mitocondrias (0.5 mg/ml) fueron colocadas a los 20 segundos (/). En el segundo 90 se

adicion6 1 pl de CCCP (¥).

Hinchamiento mitocondrial

Para evaluar el efecto de la apertura del ssMUC en la permeabilidad de la
membrana medimos el hinchamiento de las mitocondrias en presencia de diferentes

concentraciones de fosfato.

A altas concentraciones de fosfato el canal esta cerrado y el hinchamiento se ve
inhibido. Conforme la concentracién de fosfato se disminuyé, el canal mitocondrial se
abrid y el hinchamiento aument6 proporcionalmente. Esta tendencia se observo en
ambas cepas, pero la tasa de hinchamiento de la cepa silvestre fue casi dos veces
mayor a la de la 4Ashy1 en concentraciones bajas de fosfato. En el caso de 4shy1 no se

observa diferencia en la concentraciéon de 0 mM y 0.1 mM (Figura 8).
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Hinchamiento AshAy7
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Figura 8. Efecto del fosfato [Pi] en el hinchamiento de mitocondrias aisladas de la cepa WT y
de la cepa Ashy1 de S. cerevisiae. Condiciones experimentales: Manitol 0.3 M, MES 5 mM, pH
6.8 ajustado con TEA; KCL 20 mM; Pi [4-0 mM)]. Sustrato: etanol 4 ul/ml. El KCI fue afiadido a
la celda a los 30 segundos (T).

Espectros diferenciales

Los hemos a y a3 son los grupos prostéticos de la citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V). Para comprobar que la cepa 4shyl se ve afectada en la expresion del
complejo IV se realiz6 un espectro diferencial de 500 nm a 650 nm de las
mitocondrias de ambas cepas. Las bandas de absorciéon maxima de los citocromo son:

550 nm para el citocromo cy c1, 560 nm para el citocromo by 603 nm parael ay as.

Los picos correspondientes a los diferentes citocromos son identificables en los
espectros diferenciales obtenidos de ambas cepas (Figura 9). Se observa que en la

cepa 4shy1 el pico que corresponde al citocromo a+as se ve disminuido, lo que indica
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una menor expresion de la citocromo ¢ oxidasa. Los picos de los citocromos b y c+c:

no presentan diferencias significativas con respecto a la cepa silvestre.

Espectros diferenciales

— T
— Ashyl

500 525 550 575 600 625 650
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectro diferencial de los citocromos de las mitocondrias aisladas de las cepas WT
y Ashy1 de S. cerevisiae. El espectro se realiz6 con una concentracién de mitocondrias de 2.5
mg/ml. Los espectros diferenciales se obtuvieron de la resta del espectro reducido con
ditionita menos el espectro oxidado con ferricianuro de potasio. El barrido se realizé de 500
nm a 650 nm. Las bandas de absorciéon maxima de los citocromos son: citocromo a, az= 603

nm, citocromo b = 560 nm y, citocromo c+ c;= 550 nm.

En la tabla 2 se presentan las concentraciones de citocromos obtenidas a partir
de los espectros diferenciales (Figura 9). Para calcular las concentraciones de
citocromos en nmol/mg de proteina, se utilizaron los siguientes coeficientes de
extincion molar: citocromos a+as, Ag604-630nm = 24 mM-1 cm-1; citocromo b, Ags63-577 nm
= 28 mM1 cm; citocromo c+c: Agss3-539 nm= 19.1 mM1 cml. Se observa que la
concentracion de citocromo a+asz en la cepa 4shyl disminuye a casi un tercio de la
concentracion de citocromo presente en la cepa silvestre. Los citocromos b y c+c:

mantienen una concentracion similar en ambas cepas.
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Tabla 2. Concentracién de citocromos en mitocondrias aisladas de la cepa WT y 4shy1.

Concentracion de citocromos (nmol/mg de proteina)

Cepa Citocromo c+ c1 Citocromo b Citocromo a+ as
WT 0.179 £ 0.055 0.127 £ 0.045 0.083 £ 0.025
Ashy1 0.171 £ 0.043 0.101 £ 0.009 0.028 £ 0.013

Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La produccién de especies reactivas de oxigeno se ha relacionado con la
presencia de una alto potencial transmembranal (Korshunov et al. 1997). Se ha
propuesto que los mecanismos de desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa
previenen la formacion de ROS (Guerrero-Castillo et al. 2011). Estos mecanismos
disipan el potencial transmembranal y aceleran la tasa de consumo de oxigeno. La

apertura del megacanal mitocondrial es uno de estos mecanismos (Manon et al. 1998).

Para observar si existe una diferencia en la produccién de ROS en la cepa 4shy1 con
respecto a la WT en condiciones de poro cerrado (Pi 4mM) y poro abierto (Pi 0.4mM)
se midi6 la produccién de ROS en ambas cepas por el método de Amplex Red de

fluorescencia de resorufina.

En la figura 10 se presenta la cantidad de peréxido de hidrégeno generado en
un intervalo de 5 minutos, en condiciones de poro abierto y poro cerrado. Se observa
que ambas cepas presentan una alta producciéon de H202 en condiciones de poro
cerrado. Sin embargo, la cepa mutante presenta una mayor produccién con respecto a
la silvestre. En condiciones de poro abierto, la cantidad de H:0: producido es
significativamente menor con respecto a la condiciéon de poro cerrado. En esta

condicion la produccién de H202en la cepa mutante es menor a la de la silvestre. Se
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observa que hay una mayor diferencia en la producciéon de ROS entre la condicién de

poro cerrado y la de poro abierto en la cepa mutante.
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Figura 10. Produccién de especies reactivas de oxigeno en mitocondrias. La produccioén de
peroxido de hidrogeno fue medida en un lector de placas multimodal monitoreando la
fluorescencia de la resorufina durante 5 minutos. El valor en unidades de fluorescencia se
transform6é a pmol de perdxido utilizando una curva estandar de 0 a 1000 nmol/ml
Condiciones experimentales: Manitol 0.6M, MES 5mM [pH 6.8], fosfato (Pi 4mM o Pi 0.4mM),
Amplex Red 10uM, peroxidasa de rabano 0.1 unidades/ml, superéxido dismutasa 100
unidades/ml; etanol 4ul/ml. Las mitocondrias aisladas se agregaron a una concentracién de

1.2mg/ml.
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Sensibilidad a H20-

En el experimento anterior observamos que la cepa 4shy1 parece produce mas
ROS que la WT por lo que decidimos evaluar la sensibilidad al estrés oxidante de
ambas cepas mediante un ensayo de sensibilidad a peréxido de hidrogeno.
Esperabamos que la 4shyl tuviera una mayor resistencia a condiciones de estrés

oxidante debido a una mayor exposicién a ROS que la WT (Figura 10).

Para comparar el crecimiento de la cepa Ashyl y de la WT en condiciones de
estrés oxidante, se realizaron ensayos de sensibilidad a peréxido de hidrégeno por
goteo. Se realizaron 4 diluciones seriales de células en fase exponencial (D.O. s00 = 0.6)
en medio YPD y se incubaron durante 1 hora con diferentes concentraciones de
peréxido de hidrégeno (0 M, 0.01 M, 0.1 My 1 M). Se sembraron en YPD sélido y se

observo la tasa de crecimiento a las 24 y 48 horas.

La cepa mutante parece ser mas resistente a condiciones de estrés oxidante. A
las 24 horas se observa que la cepa 4Ashyl ha crecido mas que la WT, pero a las 48
horas la diferencia es mas evidente. En concentraciones letales de per6xido de

hidrégeno (1M), ninguna de las dos cepas crece (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del perdxido de hidrégeno en el crecimiento de la cepa WT y Ashy1. Se
realizaron diluciones seriales (de izquierda a derecha) de cultivos en fase exponencial, se
incubaron durante 1 hora con H;0; y se sembraron por goteo para observar su crecimiento a

las 24 y 48 horas.
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DISCUSION

Estudios anteriores demuestran que el canal inespecifico mitocondrial se
encuentra presente en Saccharomyces cerevisiae y Debaromyces hansenii pero no se
encuentra en Yarrowia lipolytica (Manon et al. 1998; Cabrera-Orefice et al. 2010;
Luévano-Martinez et al. 2010). Al restar el genoma mitocondrial de Saccharomyces
cerevisiae y Debaromyces hansenii menos el de Yarrowia lipolytica nos indic6 posibles

proteinas estructurales del MUC. Una de estas fue Shy1p.

La citocromo c oxidasa o complejo IV de la cadena respiratoria cataliza la
ultima reaccion del transporte de electrones reduciendo Oz a agua. En S. cerevisiae su
estructura comprende 11 subunidades de las cuales Cox1, Cox2 y Cox3 son codificadas
por el genoma mitocondrial (Fontanesi, Soto, et al. 2008). Shylp es una proteina
involucrada en el ensamblaje de Cox1 (Fontanesi, Jin, et al. 2008). Sin embargo, se ha
reportado que en una cepa 4shy1, COX puede ensamblarse y es funcional, por lo que se
propone que simplemente mejora la eficiencia del ensamblaje (Nijtmans et al. 2001).
Ademas de su participacion en el ensamblaje del complejo IV no se conoce otra
funcién de dicha proteina que queda anclada a la membrana (Mashkevich et al. 1997).
La cepa A4shyl no crece en sustratos respiratorios pero presenta respiracion
mitocondrial (Mashkevich et al. 1997), lo que la hace destacar entre otras mutantes

del complejo IV (Barros et al. 2003).

La estructura del MUC continta siendo incierta (Gutiérrez-Aguilar & Uribe-
Carvajal 2015), y al ser Shylp una proteina de la MIM con una posible funcién
adicional ausente en el genoma de Yarrowia lipolytica nos pareci6 una buena

candidata estructural del MUC.

En estudios previos con la cepa 4shy1 se han realizado ensayos de respiracion
comprobando que aun con un defecto en el ensamblaje del complejo IV puede respirar
(Mashkevich et al. 1997; Barrientos et al. 2002). Se midieron las tasas respiratorias
mitocondriales en ambas cepas para comprobar que la cepa Ashyl tiene una tasa

respiratoria menor con respecto a la cepa silvestre. Los datos obtenidos indican que la
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cepa Ashy1 presenta una tasa respiratoria baja (Figura 6). El porcentaje de consumo
de oxigeno a nivel mitocondrial con respecto a la silvestre es del 25% (Tabla 1). Esto
es similar a lo reportado anteriormente para la respiracién en células completas,
donde se observd una respiracion residual de 20% (Barrientos et al. 2002). Por otro
lado, los espectros diferenciales de los citocromos mostraron que en efecto la cantidad
de citocromo a,a3 es mucho menor que la encontrada en la silvestre (Figura 9). La
menor concentraciéon de complejo 1V, caracteristica de la cepa 4shy1, coincide con lo

reportado en la literatura (Mashkevich et al. 1997).

La tasa de consumo de oxigeno en Estado IV de ambas cepas se incrementd
conforme la concentracidon de fosfato disminuia, indicando la apertura del MUC (Tabla
1)(Prieto et al. 1992). Sin embargo, la cepa Ashy1 tiene una tasa respiratoria mas baja,
lo cual es debido probablemente a la deficiencia en el ensamblaje de dicho complejo y

por tanto de su actividad (Barrientos et al. 2002).

En el Estado III, la tasa de consumo de oxigeno se redujo al disminuir la
concentracion de fosfato. Se sabe que con el canal cerrado al adicionar ADP se abate el
potencial transmembranal y se acelera el consumo de oxigeno (Nicholls & Ferguson
2013). Por otro lado, el MUC se abre a bajas concentraciones de Pi o de ADP y por lo
tanto el potencial transmembranal disminuye (Prieto et al. 1992). Al adicionar ADP a
mitocondrias que presentan el MUC abierto la tasa de consumo de oxigeno disminuy6

(tabla 1).

El potencial transmembranal disminuye conforme se reduce la concentracion
de fosfato (Prieto et al. 1992). La apertura del MUC abate el potencial transmembranal
(Gutiérrez-Aguilar et al. 2010). Observamos que la cepa WT presenta un potencial
transmembranal estable y sensible al desacoplante. Por otro lado, la cepa mutante
muestra una inestabilidad en el potencial transmembranal, incrementa conforme pasa

tiempo, y parece ser menos sensible al desacoplante (Figura 7).

Los ensayos de hinchamiento inducido por fosfato parecen indicar que el MUC
en la cepa Ashyl esta presente y activo (Prieto et al. 1995). Sin embargo, la tasa de

hinchamiento de la cepa mutante en ausencia de fosfato es menor que la de la cepa
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silvestre. A pesar de tener una respuesta similar a la WT, la sensibilidad de la Ashy1 al
fosfato difiere (figura 8), similar a lo que ocurre con otras mutantes de proteinas que
han sido propuestas como formadoras del canal (Gutiérrez-Aguilar et al. 2007;

Gutiérrez-Aguilar et al. 2010).

Los datos de respiracién, potencial transmembranal e hinchamiento indican
que el MUC se encuentra presente en las mitocondrias carentes de la proteina Shy1p,
aunque la respuesta del canal difiere de la encontrada en la cepa silvestre. Es probable
que Shylp forme parte de la estructura del poro, ya que su eliminacién modifica la
respuesta del canal, pero no es esencial en él. Sin embargo, hay que considerar que si
es parte de la estructura del canal podria interactuar con otras proteinas que han sido
propuestas como parte de la estructura del poro como VDAC, PiC y ANT (Uribe-
Carvajal et al. 2011), y de hecho, se ha reportado su interacciéon con la ANT (adenin
nucleétido translocasa) (Mick et al. 2007). No obstante, al repetir la resta de genomas
de Saccharomyces cerevisiae, Debaromyces hansenii y Yarrowia lipolytica (datos no
mostrados), se obtuvo un resultado diferente, indicando que Yarrowia lipolytica si
tiene el andlogo de Shyl. Por lo tanto es muy probable que los resultados que se
observan no estén tan relacionados a una alteracion del MUC, sino a fallas en la

cadena respiratoria.

Un alto potencial transmembranal induce la produccién de especies reactivas
de oxigeno en la mitocondria (Korshunov et al. 1997). La transicién de la
permeabilidad provocada por la apertura del MUC ha sido propuesta como
mecanismo de prevencién de acumulacién de ROS (Guerrero-Castillo et al. 2011). En
condiciones de poro cerrado observamos que la tasa de produccién de ROS es alta en
ambas cepas, contrario a lo que sucede con el poro abierto (Figura 10). Esto permite
comprobar la importancia de la apertura del canal en la prevencion de produccién de
ROS. La cepa 4shy1 presenta una mayor diferencia en la cantidad de especies reactivas
entre la condicién de poro abierto a la de poro cerrado, lo cual se podria explicar por
las alteraciones de la cadena respiratoria (Mashkevich et al. 1997; Barrientos et al.

2002).
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Se ha reportado un incremento en la actividad de catalasa y de peroxidasa en
esta mutante (Barros et al. 2003) lo que podria estar influyendo en la cantidad de ROS
que observamos. Ademas, una alta cantidad de citocromo ¢ (Mashkevich et al. 1997)
ha sido asociada a la prevencién de produccién de ROS por la cadena respiratoria
(Barros et al. 2003). Ambos mecanismos podrian explicar la similitud en cantidad de
especies reactivas de oxigeno producidas por ambas cepas en concentraciéon de
fosfato alta y baja, mientras que la apertura del poro explica la diferencia entre una

condicion y otra.

Al analizar el efecto del estrés oxidante en el crecimiento de ambas cepas
observamos que la cepa mutante es mas resistente a perdxido de hidrégeno que la
silvestre. Esto se podria explicar por el incremento en la expresiéon en las enzimas
antioxidantes (Barros et al. 2003) mas que por el funcionamiento del canal. 4shy1 ha
mostrado ser una cepa que aun con defectos en el complejo IV, es resistente a
peroxido y tiene un crecimiento lento pero estable (Figura 5), comparable al de la
silvestre en medios fermentables (Mick et al. 2007; Barrientos et al. 2002). Cabe
mencionar que las cepas con defectos en el ensamblaje o estructura del complejo IV
son cepas que no crecen en medios respiratorios y que no presentan respiracion
mitocondrial, sin embargo, la cepa nula de SHY1, a pesar de no crecer en medios
respiratorios, presenta respiracién mitocondrial (Barros et al. 2003). Ademas, la
sobreexpresion del citocromo c¢ (Mashkevich et al. 1997) puede estar funcionando

también como mecanismo contra la produccién de ROS.
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CONCLUSIONES

e La disminucién en la expresion del complejo IV resulta en disminucion de la
tasa respiratoria de la cepa 4shy1.
e La apertura del canal, mediada por fosfato, aumenta el consumo de oxigeno y

disminuye la produccién de especies reactivas de oxigeno.
e La cepa 4shyl parece ser mas resistente al estrés oxidativo.

e La medicion del potencial transmembranal indica la apertura del scsMUC en
ambas cepas, aunque no responde de igual manera. Por otro lado, el
hinchamiento de las mitocondrias indica que la reactividad del scMUC en la

cepa Ashy1 es menor.

e Los efectos observados en la cepa 4shyl relacionados al funcionamiento del
scMUC parecen indicar que el ssMUC es funcional y por lo tanto es poco

probable que Shy1p forme parte de la estructura del canal.
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