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RESUMEN

La mitocondria es el principal sitio de sintesis de ATP mediante el acoplamiento del
transporte de electrones y el bombeo de protones por la cadena transportadora de electrones
(CTE) para generar la fuerza protomotriz, la cual impulsa la sintesis de ATP por la ATP sintasa. Las
ERO generadas durante este proceso o las producidas por las fuentes extramitocondriales, pueden
oxidar principalmente a los lipidos de membrana mitocondrial (lipoperoxidacion) y provocar un
dafio en la CTE que incrementa la formacion de ERO. Estudios recientes han demostrado que la
disminucidn en el grado de insaturacién de los lipidos de membrana reduce la susceptibilidad de la
CTE al estrés oxidativo al disminuir el dafio sobre la membrana mitocondrial. En relacién a lo
anterior, el incremento en la resistencia de los lipidos membranales a la peroxidacién podria
también proteger de los efectos dafiinos del estrés oxidativo a otras funciones mitocondriales
involucradas en la fase final del metabolismo energético mitocondrial tales como, el
establecimiento del potencial de membrana mitocondrial (A%¥mit) y el funcionamiento de la ATPasa
F1Fo, dando como resultado una mejor preservacion de funciones celulares dependientes de ATP.
Para comprobar esta hipdtesis, en el presente estudio se evalu6 la contribuciéon de Ia
lipoperoxidacién en la disminucién del potencial de membrana mitocondrial, en el dafio sobre la
actividad de la ATPasa mitocondrial y en dos funciones dependientes de ATP como lo son la
expulsion de K+ y H*. Para demostrar esta hipotesis se utilizé como modelo de estudio a la levadura
Saccharomyces cerevisiae, debido a que la composicién nativa de sus acidos grasos de membrana
consiste de acidos grasos resistentes a la lipoperoxidacién y a que dicha composiciéon puede ser
manipulada mediante la adicién de acidos grasos susceptibles a este proceso. En células nativas (-
C18:3) se observé una mayor resistencia del A¥mit y de la actividad de la ATPasa mitocondrial a
los efectos oxidantes del ion Fe2+, y una preservacion del flujo de K+ de membrana citosélica y de la
expulsion de H* a concentraciones en el rango micromolar bajo de Fe?*. En contraste, el A¥mit y la

actividad ATPasa de células con acido linolénico (+C18:3) fueron mas susceptibles al tratamiento
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con Fe?*, mientras que en este tipo de células la expulsién de H* y el transporte de K+ se vieron
afectados bajo condiciones basales debido posiblemente a cambios en la fluidez de la membrana
que comprometieron dichas actividades En conjunto estos resultados comprueban la hipotesis de
que la resistencia a la lipoperoxidaciéon protege la fase final del metabolismo energético

mitocondrial del estrés oxidativo.
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1. INTRODUCCION

1.1. Metabolismo energético.

Los organismos obtienen su energia a partir de la oxidacién de compuestos organicos
(proteinas, grasas y carbohidratos), los cuales se transforman a moléculas mas pequefias en un
proceso conocido como metabolismo intermedio, el cual es el conjunto de reacciones bioquimicas
acopladas para la obtencion de energia para realizar trabajo mecanico, el transporte activo de
moléculas contra un gradiente de concentracién y la biosintesis de moléculas complejas. Las
moléculas dentro de la célula se degradan a acetilCoA y una pequefia cantidad de ATP y NADH
durante la glucolisis, mientras que las moléculas de acetil-CoA se metabolizan en las mitocondrias y
los NADH se oxidan en la cadena de transporte de electrones (CTE) para proporcionar energia

metabdlica para la sintesis de ATP (Voety Voet, 2006).

El ATP es el intermediario de alta energia que constituye la principal moneda de energia
celular. E1 ATP consta de una porcién adenosina, al que se encuentran unidos secuencialmente tres
grupos fosforilo (-P0s2-), mediante un enlace fosfodiéster, seguidos de dos enlaces fosfoanhidrido.
El adenosina difosfato (ADP) y el 5-adenosina monofosfato (AMP) tienen una estructura similar
pero presentan solo dos y una unidad fosforilo, respectivamente (Melo y Cuamatzi, 2006). La
hidroélisis del ATP en condiciones fisiolégicas tiene un valor de AG aproximadamente igual a -50
k] mol-, (Voet y Voet, 2006). Casi cualquier trabajo celular depende de la disponibilidad del ATP,
como por ejemplo la sintesis de péptidos (Toshinobu y Kuniki, 2010), el movimiento flagelar en
organismos unicelulares (Christen et al, 1987), la contraccion muscular en organismos
pluricelulares (Regnier et al., 1998), el movimiento de los cromosomas durante la mitosis (Cande y
Wolniak, 1978) y el transporte de iones a través de las membranas celulares a través de sus

transportadores (Pefia et al., 1972; Pefia, 1975).
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1.2. La mitocondria.

Las mitocondrias son pequefios organulos de alrededor de 1pm de longitud y
aproximadamente 0.5uM de didametro que varian de manera considerable en tamafo y forma,
dependiendo de su origen y de su estado metabdlico. La mitocondria estd constituida por una
membrana externa lisa y una membrana interna con pliegues, las cuales delimitan el espacio
intermembranal y la matriz mitocondrial. La membrana externa es bastante permeable debido a la
presencia de las porinas, las cuales son proteinas que forman poros no especificos que permiten la
difusion libre de moléculas de hasta 10 kDa y contiene los receptores de las proteinas de

importacion (Vazquez y Tuena, 2002).

La membrana interna contiene aproximadamente 75 % en peso de proteinas y es
considerablemente mas rica en proteinas que la membrana externa. Es permeable al 0, CO2, H,0 y
completamente impermeable a la mayoria de los iones y presenta una gran variedad de
invaginaciones que forman las crestas mitocondriales, en donde se encuentran alojados los
complejos proteicos que participan en la fosforilaciéon oxidativa y proteinas de transporte que
controlan el paso de metabolitos como ATP, ADP, Ca2+, piruvato y fosfato (Voet y Voet, 2006). Por su
parte, la matriz mitocondrial es un espacio que contiene una gran cantidad de enzimas solubles que
participan en fendmenos metabdlicos de gran importancia tales como el ciclo de Krebs y la
oxidacion de acidos grasos (Lehninger y Kennedy, 1948) y enzimas implicadas en la biosintesis de
aminodacidos, nucleo6tidos (Guerin, 1989), alguna enzimas de defensa como la superdxido dismutasa
(van Loot et al., 1986) o las del sistemas de tiorredoxina (Pedrajas et al, 1999). En la matriz
mitocondrial también se encuentra el ADN mitocondrial (ADNmt) y la maquinaria necesaria para la

replicacion, transcripcion y la sintesis de proteinas (Vazquez y Tuena, 2002).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae alrededor del 12% del volumen total de la célula esta

ocupado por mitocondrias y su nimero sufre extensas modificaciones dependiendo de los cambios
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en los ciclos de vida y del estado fisiolégico. Ejemplo de ello son las levaduras, creciendo de manera
aerobia en altas concentraciones de azucar; bajo estas condiciones las mitocondrias representan
unicamente del 3-4% del volumen celular, en tanto que sus crestas son raras y posicionadas de

manera irregular [Guérin. 1989].

1.3. Lafosforilacion oxidativa y la FiFo-ATPasa.

La cadena transportadora de electrones esta compuesta de cuatro complejos proteicos (tres
en S. cerevisiae; Bruinenberg et al, 1985; van Dijken y Scheffers, 1986) alojados en la membrana
interna mitocondrial. Contiene ademas ubiquinona (Q) y citocromo ¢, las cuales son moléculas
acarreadoras de electrones ubicadas en la membrana interna y el espacio intermembranal,

respectivamente.

Los complejos I (NADH:ubiquinona oxidorreductasa) y complejos Il (succinato:ubiquinona
oxidorreductasa) catalizan la transferencia de electrones a la ubiquinona (Q) a partir de donadores
electrénicos diferentes, el NADH y el FADH; respectivamente. El complejo III (ubiquinol:citocromo ¢
oxidoreductasa) transporta los electrones desde el ubiquinol al citocromo c. El complejo IV
(citocromo ¢ oxidasa) oxida al citocromo c y transfiere los electrones al oxigeno, el cual funciona
como aceptor final de electrones en la cadena (Witting y Schagger, 2009). El transporte de
electrones estd acoplado a la translocacion de H* de la matriz mitocondrial al espacio
intermembranal por los complejos I, Il y IV, lo que da lugar a la generacién de una fuerza protén
motriz (Ap), que consta del potencial de membrana eléctrico (A¥) y del gradiente de pH (ApH) a
través de la membrana interna mitocondrial. La Ap se utiliza para la sintesis de ATP por la F1Fo-ATP
sintasa (Saraste, 1999) (Esquema 1). El A¥ es necesario para el transporte iénico y el importe de

proteinas (Legros et al, 2002).

Q.F.B.M. Mirella Estrada Villagémez Pagina 5



Influencia de la lipoperoxidacién sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial de S. cerevisiae

mnmmnnrr'n'rn‘rf"'r'wnmw'mmmv
fLELHLIL

)
hll]ULMIJAddnm.uulmuuhu.uu’( 'n""}"’””ﬂ]n AL

'_'> Flujod. olomnu
é Flu]o de pmoms

Esquema 1. Componentes de la cadena transportadora de electrones. NADH:ubiquinona
oxidorreductasa (I), succinato:ubiquinona oxidorreductasa (II), ubiquinona:citocromo c oxidorreductasa (III),
citocromo c oxidasa (IV), coenzima Q o ubiquinona (CoQ), citocromo c. El NADH y el succinato se oxidan en
los complejos 1y 11, respectivamente; los electrones provenientes de estas oxidaciones se transportan hacia el
oxigeno. El transporte de electrones se acopla a un bombeo de protones hacia el espacio intermembranal, el
cual genera la fuerza protomotriz (AP) cuya energia se utiliza para la sintesis de ATP. Modificado de Nussbam,
2005.

Saccharomyces cerevisiae carece del complejo I, pero cuentan con dos deshidrogenasas
NADH externas (Ndelp y Ned2p) y una NADH deshidrogenasa interna (Ndip) (Bunoust et al,
2005). En los mamiferos, el NADH producido en el citosol puede ser utilizado en las mitocondrias
unicamente por la lanzadera de aspartato-malato. En contraste, el NADH citosélico de la levadura es
canalizado por la porina de la membrana externa mitocondrial hacia Ndelp y Ned2p, los cuales
transfieren los electrones del NADH hacia la CTE. Por esta razon, estas enzimas han sido
consideradas como el equivalente fisiolégico de la lanzadera aspartato-malato de mitocondrias de
mamiferos (Overkamp et al., 2000). La Ndip oxida el NADH producido en la matriz mitocondrial en
el ciclo de Krebs o por la alcohol deshidrogenasa mitocondrial; por esta razén se le considera la

contraparte fisiolégica del complejo I (De Vries y Marres, 1987).
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El A¥ mantenido por la respiracién se requiere para el importe de proteinas, la biogénesis
mitocondrial y la viabilidad celular (Baker y Schatz, 1991). Sin embargo en levaduras y células
humanas que carecen de ADNmit, el potencial de membrana se mantiene por la hidrélisis de ATP

(Buchet y Godinot, 1998; Kominsky et al., 2002).

La F1Fo-ATPasa funciona como tal cuando el valor de Ap tiende a 0; esta enzima funciona en
el sentido de sintesis de ATP una vez que se establece la Ap. Esta ultima condicién ocurre in vivo
debido a que el ATP es consumido continuamente por las reacciones dependientes de ATP y la Ap

se mantiene continuamente gracias al funcionamiento de la CTE (Nicholls y Ferguson, 2002).

La F1Fo-ATP sintasa estd presente en la mayoria de los organismos procariontes y
eucariontes (Sabbert et al, 1997). La estructura de la enzima consta de dos segmentos funcional y
estructuralmente diferentes: un segmento hidrofébico (Fo) y un segmento hidrofilico (F,)
(Esquema 2). Los dos segmentos estan mecanicamente unidos por un tallo central (rotor), c,ey (Shu
et al., 2010). La estructura cristalina de la F; mitocondrial revel6 una estructura hexagonal de las
subunidades af (Abrahams et al., 1994). La unidad F, esta embebida en la membrana interna y
convierte la AP en rotacion mecanica del “rotor”, por lo tanto causa un cambio conformacional de
“corona” (afl)s en la F; que conduce a la sintesis de ATP (Senior et al, 2002). Existe una relaciéon
fundamental entre la velocidad de rotacidn, la concentracién de sustrato y la AP, de tal modo que
para que la célula mantenga la concentracion de ATP segun los requerimientos de la célula, la ATP

sintasa debe responder al aumento de ADP y fosfato (Pi) intracelulares (Fillingame, 1997).
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Esquema 2. Esquema de la estructura de las fracciones FF,. La F1FoATP sintasa mitocondrial convierte la
energia eléctrica, en el canal de H*, en energia mecanica en ye que actiia como un resorte de torsién que con
las hélices paralelas del dimero b unidas por la § y al canal de la a, constituyen un resorte en forma
paralelogramo la bisagra del 8 y que hace la transformacién a energia quimica formando el ATP. Imagen
tomada de Oster y Hongyun, 1999.

Una descripcion mas detallada de la F1F, se describe a continuacién:

Las subunidades de F; fueron llamadas en orden decreciente segun el peso molecular (a3, B3,v, 6, €).

a) Las subunidades a y 3, son homdlogos una de la otra, mirando hacia la membrana y
van alternadas alrededor del anillo y se arreglan como los gajos de una naranja
alrededor de la subunidad y (Esquema 2).

b) Lasubunidad y es la que ejerce la funcién rotatoria alrededor de las subunidades a y
B (Noji, 1997) (Esquema 2).

c) El Mg?+se une con los nucleétidos de adenina en las subunidades a y (3.

Q.F.B.M. Mirella Estrada Villagémez Pagina 8



Influencia de la lipoperoxidacién sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial de S. cerevisiae

Las subunidades de F, fueron llamadas en orden decreciente segin el peso molecular (a, b, c, de, F6,

A6L, £, g).

a) Todas las subunidades forman parte del canal de H* y en la unién con el segmento
Fi.

b) Ademas de tener un polipéptido llamado OSCP, que es sensible a oligomicina.

c) Lasubunidad c tiene como funcién conducir los H+ a través de la membrana.

El mecanismo de cambio de unién propuesto por modelo Paul Boyer propone que la
rotacién es impulsada por el flujo de H+ a través de Fy y de esta forma las subunidades 3 presentan
cambios secuenciales, ya que interactiian con el eje de rotacidon. Cada una de las tres subunidades 8
se encuentra en un estado diferente del ciclo catalitico en cualquier momento (Esquema 3) (Boyer

etal, 1973; Boyer y Kohlbrenner, 1981).

Esquema 3. Mecanismo de cambio de uniéon dependiente de energia para la sintesis de ATP por la ATP
sintasa traslocadora de protones. La subunidad F;, presenta tres protémeros of que interactian: O,
conformacién abierta, tiene poca afinidad por los ligandos; L tiene una unién laxa con los ligandos; T tiene
una unién firme con los ligandos y actividad catalitica. La sintesis de ATP se produce en tres pasos. 1) Unién
de ADP y Pi al sitio L. 2) Cambio conformacional dependiente de energia que convierte el sitios de unién L a T,
Ten Oy O en L. 3) Sintesis de ATP en el sitio T y liberando el ATP del sitio O. Imagen tomada de Voet y Voet,
2006. (Segun Cross, 1980).

La sintesis e hidrolisis siguen la misma via de reaccién. El ATP es consumido si el rotor se
mueve 120°C en contra de las manecillas del reloj; por el contrario, se sintetiza una molécula de
ATP si se mueve 120°C en sentido a las manecillas del reloj. La hidrdlisis catalizada por la F; es

también fisiolégicamente importante ya que es esencial para varios procesos celulares vitales en

Q.F.B.M. Mirella Estrada Villagémez Pagina 9



Influencia de la lipoperoxidacién sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial de S. cerevisiae

funcién del mantenimiento del AW a través de la membrana interna mitocondrial (Lefebvre et al.,

2003).

Por otro lado, la F1Fy-ATPsintasa mitocondrial de la levadura es un complejo de al menos 17
subunidades (Velours y Arselin, 2000), de las cuales 5 se encuentran en la fracciéon F;, mientras que
el resto forma parte de la fraccion Fy. Tres de las subunidades de Fy (Atp6, Atp8 y Atp9) son
codificadas por el genoma mitocondrial (Contamine y Picard, 200). En un estudio realizado por
andlisis protéomico se identificaron dos proteinas novedosas, la Sue y Sug, las cuales no son
fundamentales para que lleve a cabo la actividad la enzima, sin embargo es necesaria para el

ensamble de la enzima (Arnold et al. 1998; Paumard et al. 2002).

1.4. Lamitocondriay surelacion con el estrés oxidativo.

La mitocondria es un sitio importante de produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Debido a que algunos electrones pueden escapar de los sitios cataliticos de la CTE y reducir
parcialmente al oxigeno dando lugar a la formacién de ERO, como el radical superoéxido (02™) o el
peroxido de hidrogeno (H:0:) (Turrens, 2003). Diversos factores tales como la presencia de
inhibidores (p. ej. Antimicina A) y desacoplantes (p.ej., carbonilcianuro triclorofenilhidrazona
[CCCP]) de la CTE, un aumento en la concentracién de metales de transicion, defectos genéticos de
las proteinas que constituyen la CTE, entre otros y generar una condiciéon de estrés oxidativo
resultado de un incremento en la produccién de ERO en el cual existe dafio celular, que llega a ser

muy severo y conducir a la muerte celular (Halliwell, 1992) (Esquema 4).
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Esquema 4. Esquema representativo de la produccion de especies reactivas de oxigeno mitocondrial.
La sobreproduccién de ERO puede conducir a un dafio en las proteinas, el ADN y las membranas que afecta la
capacidad de la mitocondria para sintetizar ATP y poder llevar a cabo sus funciones metabdlicas, lo que puede
contribuir en el desarrollo de algunas condiciones patolégicas. ME: membrana externa; EIM: espacio
intermembranal; MI: membrana interna; CTE: cadena transportadora de electrones: ERO: especies reactivas
de oxigeno. Imagen modificada de Murphy, 2009.

El estudio de los mecanismos por lo que el estrés oxidativo causa disfuncién mitocondrial se
ha convertido en un importante tema de estudio, debido a que participa en una amplia variedad de
desdrdenes, como el dafio hepatico por el virus de la hepatitis B (Lee et al, 2004), el dafio por
isquemia reperfusion (Lucas y Szweda, 1998), el cancer (Guo y Lemire, 2003), la diabetes (Green et
al, 2004), enfermedades neurodegenerativas como enfermedad de Alzheimer y enfermedad de
Parkinson (Kwong et al, 2006; Sen et al, 2006), ademas que se ha relacionado con el

envejecimiento (Beal, 1992; Diplock, 1994; Gétz et al, 1994).

La mitocondria es una fuente de iones Fe y H,0, que pueden estimular el dafio en los lipidos

de las membranas mediante la generacion del radical ¢OH por la reaccién de Fenton (Fenton, 1894;
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Fenton, 1899). Asimismo, el Fe en estado reducido (Fe?*), pueden dar lugar a la formacién de un
fuerte agente oxidante con caracteristicas de radical ¢OH (North et al.,, 1992). La mitocondria es una
fuente importante de Fe debido a que en este organulo se lleva a cabo casi la totalidad de la sintesis
de los centros FeS y la incorporacion de Fe en la protoporfirina IX, el cual es el paso final para la

sintesis de grupos hemo (Kwok y Kosman, 2005).

1.5. Los lipidos como componentes de las membranas celulares y su relacion con la

lipoperoxidaciéon

Las membranas juegan un papel central dentro de la funcién y estructura de todas las
células procariontes y eucariontes, estin compuestas por una bicapa lipidica, compuesta por mas
de 200 diferentes especies de lipidos (Myher et al, 1989) y cuya composicién varia de acuerdo al
tipo de célula y su funciéon. Muchas de las funciones celulares y la actividad de las proteinas
membranales son reguladas por cambios en la composicion lipidica membranal (Spector y Yorek,
1985), lo que significa que los cambios en los lipidos de membrana pueden alterar la conformacion,
distribucién y funciéon de las proteinas membranales. Asimismo, se ha demostrado que es la
introduccién de un doble enlace a una cadena del acido graso es el principal responsable de la
fluidez de la membrana a temperaturas fisioldgicas y la introducciéon de mas dobles enlaces en la

cadena del acido graso tiene un efecto sobre la fluidez de membrana (Brenner, 1984).

Los lipidos poliinsaturados de las membranas son las mas biomoléculas mas susceptibles al
dafio por la mayoria de las ERO. El dano en los lipidos que forman parte de las membranas celulares
altera su cohesion, fluidez, permeabilidad y funcién metabdlica (Yu, 1994; Bandyopadhyay et al.
1999). Los acidos grasos poliinsaturados son los mas sensibles al ataque por las ERO, mientras que

los &cidos grasos saturados y monoinsaturados son esencialmente resistentes a la lipoperoxidaciéon
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(Holman, 1954). Por ejemplo, el 4cido docosahexaenoico (DHA, C22:6 n-3), un acido graso omega-3
que tiene seis dobles enlaces, es extremadamente susceptible a la lipoperoxidacion y es ocho veces
mas propenso a la lipoperoxidacion que el acido linoleico, que solo tiene dos enlaces dobles,
mientras que el DHA es 320 veces mas susceptibles a la lipoperoxidacion que el acido oleico, un
acido graso monoinsaturado (Holman, 1954). En funcion de lo anterior, los lipidos insaturados de la

membrana interna mitocondrial constituyen el principal blanco de la ERO generadas en los

complejos de la CTE.
H 0, 0-0-
AL A e ATVE S ATV
: perdxilo
Dienos conjugados &
0 0 O—Q (010)/
| . s
— o [T / / / + R-
H H x
Malonaldehido Endoperdxido lipidico Hidroperdzido lipidico

Esquema 5. Reacciones del proceso de lipoperoxidacion. Tomado y modificado de Buege y Aust, 1978.

El proceso de lipoperoxidaciéon (Esquema 5) comienza con la extraccion de un dtomo de
hidrégeno de un carbono adyacente al doble enlace formando un radical lipidico (fase de
iniciacion). Los dobles enlaces sufren rearreglos para formar dienos conjugados que reaccionaran
con el oxigeno para formar un radical peroéxilo que es muy reactivo, el cual puede sustraer un atomo
de hidrogeno de un acido graso poliinsaturado adyacente, iniciando una serie de reacciones en
cadena (fase de propagacion), ya sea para formar un hidroperoéxido lipidico o un endoperoéxido

lipidico. Los hidroperoxidos y endoperédxidos se pueden fragmentar en una amplia gama de
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reactivos intermediarios, como alcanos, alquenos, hidroxialcanos y malondialdehido (MDA) (Buege
y Aust, 1978). Estos compuestos pueden causar un dafio secundario a proteinas y al ADN

(Halliwell y Gutteridge, 1989).

La lipoperoxidacion inactiva a enzimas unidas a las membranas bioldgicas y disminuye la
fluidez de las mismas (Rice-Evans y Burdon, 1994). De acuerdo con lo anterior, diversos estudios
han identificado a la lipoperoxidaciéon como la causa principal de disfuncién mitocondrial durante
el estrés oxidativo. Por ejemplo, la exposicion de particulas submitocondriales de corazén de
bovino (Forsmark-Andreé et al., 1997) o sinaptosomas de rata (Cardoso et al., 1999) a un sistema
de generacion de ‘OH, disminuy6 las actividades de los complejos II, IIl y IV de la CTE y las
concentraciones de Q y citocromos c+c;; estos efectos fueron asociados a un aumento en los niveles
de lipoperoxidacion. Asimismo, en mitocondrias de cerebro de rata tratadas con Fe?+, el aumento en
la lipoperoxidacion provoco una disminucién en el contenido de cardiolipina, un aumento en la
proteinas carboniladas y una pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Sen et al., 2006). La
pérdida de cardiolipina ha sido correlacionada con una labilidad estructural de los complejos de la
CTE y una deficiencia funcional del complejo Il y IV (Pfeiffer, et al., 2003). Asimismo, en un estudio
realizado en mitocondrias de corazén de rata se encontré que la lipoperoxidacién inhibe la
respiracion mitocondrial vinculada al NADH (Humphries y Szweda, 1998). En otro estudio, se
demostré que la incorporacién de C22:4 aumenta los niveles de lipoperoxidacién y la produccion de
ERO en una linea inmortalizada de colonocitos de rata sujetos a un tratamiento con butirato (Ng et
al, 2005). Uno de los productos finales de la lipoperoxidacién, el MDH se afiadi6 exdgenamente a
mitocondrias de cerebro de rata y se observé una disminucion de la actividad de los complejos [ y I

dela CTE y la actividad de la ATPsintasa mitocondrial (Long et al., 2009).

En el caso del envejecimiento, se ha encontrado que las especies animales con mayores

longevidades tienen un contenido de acidos grasos con un nivel de insaturacién menor que el de las
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especies menos longevas. Asimismo, la generacién mitocondrial de ERO es menor en la especies con
mayor longevidad. Por lo tanto, se ha propuesto que un menor grado de insaturacion lipidica podria
disminuir la susceptibilidad a la lipoperoxidacion y contribuiria a preservar la funcién mitocondrial

(Pamplona et al., 2000).

1.6.  Saccharomyces cerevisiae como modelo bioldgico de estudio

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo unicelular eucarionte que
posee casi todas las estructuras subcelulares, incluyendo las mitocondrias, observadas en los
organismos eucariontes mas complejos (Whittaker y Danks 1982; Valentin et al., 1987). Durante
varios siglos, S. cerevisiae se ha utilizado en la produccién de alimentos y bebidas alcohdlicas. S.
cerevisiae es un microorganismo aerobio facultativo que puede crecer bajo condiciones anaerobias

con una fuente de carbono fermentable (Madigan et al., 1999).

Los fosfolipidos mayoritarios encontrados en levadura con fosfatidilcolina (PC),
fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina (PE), y fosfatidilserina (PS). Ademads, las membranas
mitocondriales contienen al fosfolipido complejo cardiolipina, el cual, es especifico en este

compartimiento (Contamine y Picard, 2000).

Una particularidad de S. cerevisiae es que es incapaz de sintetizar acidos grasos
poliinsaturados (Johnson y Brown, 1972), por lo tanto tiene una composicién membranal de acidos
grasos saturados y monoinsaturados, donde del 70-80% lo constituyen los 4&cidos
monoinsaturados: acido palmitoleico (C16:1) y acido oleico (C18:1) y el resto son acidos saturados:
acido palmitico (C16:0) y acido estearico (C18:0). Los 4acidos grasos monoinsaturados son
sintetizados a partir de sus precursores acil-CoA por la desaturasa del reticulo endoplasmico Ole1lp,

la cual introduce un doble enlace entre los carbonos 9 y 10 de la cadena hidrocarbonada de los
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acidos grasos saturados (Bossie y Martin, 1989). Ademas, S. cerevisiae puede importar del medio de
cultivo una amplia variedad de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, lo cual produce
cambios radicales en la composicidn de los grupos acilo de los lipidos de membrana al disminuir o
inhibir la desaturasa Olelp y el reemplazo de las especies monoinsatruradas nativas con los acidos

grasos suplementados en el medio de cultivo (Martin et al, 2007).

En concordancia con lo anterior, en estudios llevados a cabo en esferoplastos de S. cerevisiae
se encontré que el enriquecimiento de las membranas con acido linolénico (C18:3) disminuye la
resistencia de la respiraciéon mitocondrial y la integridad celular hacia los efectos dafiinos del estrés
oxidativo, mientras que los acidos grasos de la levadura nativa (los cuales contienen acidos grasos
saturados resistentes a la lipoperoxidaciéon) aumentan la resistencia de dichos parametros al dafio
oxidativo (Cortés-Rojo et al., 2009¢). En otro estudio realizado en mitocondrias de S. cerevisiae se
demostré que la disminucion en el grado de insaturaciéon de los lipidos de membrana reduce la
susceptibilidad de la CTE al estrés oxidativo al disminuir el dafio sobre la membrana mitocondrial
(Cortés-Rojo et al., 2009b). Con base a todo lo anterior y en vista de que S. cerevisiae es resistente a
la lipoperoxidacién y la susceptibilidad a la lipoperoxidacién puede aumentar al manipularse la
composicion de los dcidos grasos membranales, resulta S. cerevisiae un modelo ideal para dilucidar
los efectos de la lipoperoxidacion sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial por el

estrés oxidativo.
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2. HIPOTESIS.

La resistencia a la lipoperoxidacion protege la fase final del metabolismo energético mitocondrial

del estrés oxidativo.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si una menor susceptibilidad a la lipoperoxidacion protege la fase final del metabolismo

energético mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae bajo condiciones de estrés oxidativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aumentar la sensibilidad de S. cerevisiae hacia la lipoperoxidacion.

2. Determinar el efecto de la lipoperoxidacién sobre el establecimiento del potencial de

membrana mitocondrial de S. cerevisiae.

3. Evaluar la influencia de la lipoperoxidacidn sobre algunas funciones dependientes de ATP.

4. Estudiar la sensibilidad de la actividad ATPasa mitocondrial a la lipoperoxidacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico, adquiridos de Sigma Chemical Co (St
Louis, MO USA). La Zimoliasa 20T, fue adquirida de ICN Biomedicals. Inc (Aurora, OH. USA) y el

sulfato ferroso 7-hidrato, de ].T. Baker. Todos los demas reactivos fueron de alta pureza.

4.2. Cultivo de S. cerevisiae y aislamiento de esferoplastos y mitocondrias

Se utiliz6 la cepa industrial Yeast Foam de Saccharomyces cerevisiae. Se inoculé en 100 mL
de medio YPD liquido (Extracto de levadura 1%, Peptona 2% y Dextrosa 2%) a una densidad 6ptica
de 0.03 con una asada y se incub6 a 28 °C con agitacion orbital a 180 rpm. A las 24 h se re-sembré

en medio YPD a una densidad éptica de 0.03 a 600 nm, y las células de cosecharon las 16 h.

Para el aislamiento de los esferoplastos (Guérin et al. 1979), las células se lavaron 3 veces
con agua desionizada mediante centrifugacion a 5000 rpm utilizando un rotor Beckman JA-10 de
una centrifuga Beckman Coulter Avanti J-E. A continuacion, las células se resuspendieron en agua a
una proporcion de 0.5 g mL! y su peso seco se calcul6 mediante la relacién: peso seco= peso
himedo/4. Posteriormente, las células se resuspendieron en medio SH (Tris 0.1 M, B-
mercaptoetanol 0.5 M, pH 9.3 con NaOH) y se dejaron incubar a 32°C. Después de 15 min., las
células se lavaron 3 veces por centrifugaciéon a 5000 rpm con medio de lavado (KCl 0.5M, tris
10mM, pH 7 con HCl) y se resuspendieron en medio de digestién (sorbitol 1.35 M, EGTA 1 mM,
fosfato disédico 30 mM, fosfato monosédico 30 mM, acido citrico 10 mM, pH 5.8). El volumen del
medio de digestion fue de 10 ml por cada gramo de peso seco de levaduras. Para el rompimiento de
la pared celular se agrego la enzima zimoliasa 20T (ICN Biomedicals Inc; Aurora, OH. USA) a razén
de 10 mg por cada gr de peso seco. La formacion de esferoplastos se evalu6 midiendo la

disminucién de la DO a 600 nm en un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 18. La incubacién
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con la zimoliasa se detuvo en el momento en que la densidad 6ptica (DO) D.O. de una diluciéon de las
células con agua 1:100 fue igual a la D.O. de una dilucién 1:1000 determinada al inicio de la
incubacién. Con el fin de eliminar la actividad de la zimoliasa, los esferoplastos se lavaron 3 veces
con buffer para protoplastos (sorbitol 0.75 M, manitol 0.4 M, Tris-maléico 10 mM, albimina sérica
de bovino 0.2%, pH 6.8) mediante centrifugaciéon a 2500 rpm por 5 minutos utilizando el rotor JA-
20 de una centrifuga Beckman Coulter Avanti J-E. Cada resuspension se realizé con una varilla de
teflon. Terminados los lavados, se resuspendié en buffer para esferoplastos (sorbitol 1M, NaCl
1.7mM, MgS04 2mM, KH,PO4 10 mM, EGTA 0.5mM, albimina sérica bovina 0.1%, pH 6.8) en un

volumen aproximado de 5 ml

Las obtener las mitocondrias, se centrifugaron los esferoplastos a 12000 rpm por 10 min, en
un rotor JA-20 en una centrifuga Beckman Coulter Avanti J-E. Posteriormente, se lavo tres veces
con medio de protoplastos (Sorbitol 0.75 M, manitol 0.4, tris-maleico 10 Mm, albumina sérica de
bovino 0.2%, pH 6.8), centrifugando a 12000 rpm por 10 min en cada lavado. Cada resuspensién se
realiz6 con verilla de teflén. Los esferoplastos se rompieron por un procedimiento mecanico. Se
desecho el sobrenadante del ultimo lavado y se resuspendio el precipitado en un vaso de Potter con
un volumen de 30 mL de medio de homogenizacién (Manitol 0.6 M, tris-maleico 10 mM, EGTA 2
mM, albumina sérica de bovino 0.2%, pH 6.8) por cada 2.5 g de peso seco de levaduras. Se
homogeniz6 manualmente 20 veces con un vastago de teflon apretado, tratando de no hacer
espuma. El homogenizado se centrifugd a 2500 rpm por 10 min. El sobrenadante obtenido se

centrifugd a 12000 rpm por 10 min.

El precipitado se resuspendié en medio de recuperacion de mitocondrias (Manitol 0.6, tris-
maleico 10 mM, EGTA 2 mM, pH 6.8), se homogeniz6 en un homogenizador de vidrio con vastago
flojo, se centrifugd a 2500 rpm, se descart6 la pastilla y el sobrenadante fue centrifugado a 12000

rpm. El precipitado obtenido fueron las mitocondrias aisladas, las cuales se resuspendieron en el
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tubo de centrifuga sin agregar mas medio de recuperacién y una vez resuspendidas, se
homogenizaron con el homogenizador Dunce. Por ultimo, las mitocondrias se congelaron en

nitrégeno liquido y se almacenaron inmediatamente a -80°C.

La concentracion de proteina de esferoplastos y mitocondrias se determiné por el método

de Biuret modificado (Gornall et al., 1949) utilizando como estandar albimina bovina sérica.

4.3. Manipulacién de la composicion de acidos grasos en S. cerevisiae

El contenido de &cidos grasos de la levadura fue modificado con el método de Bossie y
Martin (1989), el cual consiste en la adiciéon de 1 mM de acido a-linolénico (acido cis,cis,cis-9,12,15
octadecatrienoico, a-C18:3 9,12,15, pureza 299%, adquirido de Sigma Chemical) disuelto en 5% de
Igepal CA-630 previo a la inoculaciéon del medio YPD con S. cerevisiae como se describio

anteriormente.

4.4. Extraccion y analisis de lipidos

Los lipidos fueron extraidos por el método reportado por Bligh y Dyer (1959). Las células y
las mitocondrias fueron resuspendidas en 1.5 ml de una mezcla cloroformo:metanol 1:2 (v/v). Esta
mezcla fue homogenizada vigorosamente con un vastago de teflon. Después, se agreg6 500 pL de
cloroformo y 500 pL de agua y se agit6 vigorosamente después de cada adicién. Por ultimo, se
centrifugdé durante 5 min a 3000 rpm, la fase organica se extrajo con una pipeta Pasteur y el
cloroformo se evapord con nitrégeno. Los metil ésteres de los acidos grasos se prepararon
mediante la combinacién con trifluoruro de boro (BF3) al 14% en metanol durante 30 min a 92 °C

en bafio de agua. A continuacidn, la muestra se enfri6é a temperatura ambiente y los metil ésteres se

Q.F.B.M. Mirella Estrada Villagémez Pagina 20



Influencia de la lipoperoxidacién sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial de S. cerevisiae

extrajeron por agitacién vigorosa con dos volimenes de n-hexano (Morrison y Smith (1964).
Después de la adiciéon de un volumen de agua, se formo un sistema de dos fases que se centrifugd y
se colecto la fase organica. Se evapor6 el n-hexano bajo una corriente de nitrégeno y los acidos
grasos transesterificados se resuspendieron en 50 mL de n-hexano grado HPLC para su posterior
analisis. Los metil ésteres se analizaron en un cromatdégrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500
controlado por computadora, equipado con un inyector capilar “split/splitless” y detector de
ionizacion de llama. La separacién se realizé en una columna capilar Omegawax (0.25 mm de
didmetro interno) de 30 metros de longitud. Se utilizé nitrégeno de alta pureza como gas de
acarreo. La composicion de acidos grasos y su concentracion se determinaron por comparacion de

los tiempos de retencidn con estandares y la intensidad de los picos, respectivamente.

4.5. Obtencion de células petite

Para obtener células de levadura carentes de mitocondrias funcionales (células petite), se
realizé un precultivo en 100 ml de medio YPD con una asada y se incub6 a 28°C con agitaciéon a 180
rpm. A las 24 hrs. se resembré en 250 ml de medio YPD a una D.O. de 0.03 a 600 nm, se agregé 10
ug/ml de bromuro de etidio (Demasi et al, 2001) y se dejo crecer el cultivo por 16 h. Las levaduras

se cosecharon como se describié anteriormente.

4.6. Induccion de estrés oxidativo

Para establecer condiciones de estrés oxidativo, las levaduras, los esferoplastos o las
mitocondrias (0.3 mg/ml) se incubareon en medio de fosfato (KH.PO4 50 mM, pH 7.6 con NaOH)
con Fe;S04 a las concentraciones descritas en cada pie de figura de durante 30 minutos a una

temperatura de 4°C. El hierro en estado reducido (Fe2*) puede estimular la formaciéon de una
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especie con caracteristicas de radical hidroxilo (OH*) en suspensiones celulares con solucién
amortiguadora de fosfatos que es capaz de iniciar el proceso de lipoperoxidacién y su propagaciéon
mediante la reaccion del Fe2+ con los lipoperoxidos generados por la auto-oxidacion de los radicales
lipidicos para generar radicales alcoxilo (North et al, 1992). El Fe,SO,4 se agregd de una solucién
stock con una concentracion de 12.5 pM acidificada con 4 gotas de H,SO. para mantener al Fe en
estado reducido. Para los experimentos de protecciéon con un agente antilipoperoxidante, las
células, esferoplastos o mitocondrias se incubaron con 5 mM del antioxidante hidrofébico
hidroxitolueno butilado (BHT) 15 min previo al tratamiento con el Fe;SO4. Los controles fueron

tratados de la misma manera excepto que se omitié la adicion de Fe;SOa.

4.7. Determinacion de los niveles de lipoperoxidaciéon

Los niveles de peroxidacion lipidica fueron determinados mediante una modificaciéon del
método del acido tiobarbiturico (TBA) reportada por Buege y Aust (1978). Los esferoplastos fueron
tratados como se indic6 anteriormente y se mezclaron con 2 ml de una solucién acida compuesta
por acido tricloroacético 15%, TBA 0.375% y HCI 0.25 N. Esta mezcla se calent6 en bafio de agua
hirviendo durante 15 min, se enfrié en hielo y después se centrifugdé a 7500 rpm por 15 min. Se
extrajo el sobrenadante y se leyd su absorbencia a 532 nm en un espectrofotémetro UV /vis Perkin-
Elmer Lambda 18 contra un blanco que contenia todos los reactivos excepto las muestras
bioldgicas. Los resultados fuerén expresados como nanomoles de sustancias reactivas al TBA
(TBARS) producidas por mg de proteina y fueron calculados en base al coeficiente de extincion

molar (&) de malondialdehido.
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4.8. Eflujo de K* y bombeo de H*

La salida de K* de la célula y el bombeo de H* se midieron con electrodos especificos para
cada ion. Las células (150 mg de peso humedo) se trataron con Fe?* como se describio
anteriormente y se suspendieron en medio MES-TEA (10 mM de acido morfoetanolsulfonico, pH 6
con trietanolamina) en un volumen final de 10 mL con agitacion constante. Las determinaciones se
iniciaron con la adicién de 20 mM de glucosa y se evaluaron los cambios en el pH del medio con
respecto del tiempo. Para la determinacién del flujo de K* y cambio en el pH extracelular se

adicion6 20 mM de KCl y evaluaron los cambios en la concentracion en el medio (Pefia et al.,, 2009).

4.9, Actividad de la ATPasa mitocondrial

Las mitocondrias se incubaron durante 30 min con Fe?* en 1 mL de medio de reaccién
(20mM de Tris-HCl, 5mM de MgCl, pH 8.5). Después del tiempo de incubacién, se afiadi6 2ZmM de
ATP durante 30 min para estimular la actividad de la F1Fo-ATPasa. La reaccién se detuvo con acido
tricloroacético (TCA) al 30% y SDS al 10% para tener un volumen final de 2 mL. Posteriormente, se
determiné la concentracién de fosfato inorganico (Pi) liberado por la actividad ATPasa por el
método de Fiske y Subbarow (1925). A todas las muestras, incluyendo los blancos, se les adicion6
una soluciéon de molibdato de amonio-sulfato y solucion ELON (4cido p-metilaminofenolsulfonato)
y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y se determind la concentracion de fosfato
inorganico de la mezcla a 660 nm en un espectrofotometro UV /vis Perkin-Elmer Lambda 18 contra
un blanco que contenia todos los reactivos excepto la proteina mitocondrial. Como control negativo
se incubaron las mitocondrias con 0.05 mg/mL de oligomicina (Inhibidor de la ATPasa), para restar
el valor obtenido a los tratamientos para descartar el Pi proveniente de otras fuentes. Los

resultados fueron expresados como porcentaje de actividad de la ATP asa mitocondrial.
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4.10. Determinacion in situ del potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se evalud bajo condiciones in situ mediante una
modificacién del método descrito por Pefia et al., (1984) siguiendo los cambios de fluorescencia de
la cianina 3,3-dipropiltiocarbocianina, DisC3(3) en un espectrofluorémetro Shimadzu RF-5000U a
una Aem 540 y una Aex 590 nm con agitacion constante. Las levaduras (25 mg de peso humedo) se
incubaron en un volumen de 2 mL de 10 mM de MES-TEA con Fe2* durante 30 min. Después del
tiempo de incubacion se afiadi6 a la mezcla 1 uM de cianina. Después de 10 segundos de iniciada la
lectura, se afiadié6 20 mM de glucosa y a los 3 min se afiadié 15 uM de CCCP (carbonilcianuro-p-
triclorofenilhidrazona) para abatir el potencial de membrana mitocondrial y por ultimo, después de

1 min mas se afiadié 25 mM de KCI para abatir el potencial de membrana citopldsmico.

4.11. Aislamiento de mitocondrias de higado de rata

El aislamiento de mitocondrias se realizé de acuerdo al método modificado por Saavedra-
Molina y Devlin (1997). Todo el procedimiento se realizd a 4°C. Se utilizaron ratas Wistar de
aproximadamente 200 g. Se sacrificd la rata por decapitacion, se extrajo el higado y se fragmento en
pedazos que se homogenizaron en un tubo de homogenizacién a 1500 rpm con un vastago de
tefléon. El homogenizado se centrifugd a 2500 rpm por 10 min en un rotor JA-20 de una centrifuga
Beckman Coulter Avanti J-E. Se deseché el precipitado y el sobrenadante se centrifugd a 7500 rpm
durante 10 min. Todo esto se realizé en medio de aislamiento con manitol 220 mM, sacarosa 70
mM, MOPS 2 mM y EGTA 1 mM, pH 7.4. Posteriormente, se resuspendid cuidadosamente el
precipitado en el mismo medio pero sin EGTA y se centrifugd a 9000 rpm por 10 min. La
concentracion de proteina se determiné por el método modificado de Biuret (Gornall et al., 1949)

utilizando como estandar albiimina bovina sérica.
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4.12. Determinacion del A¥ de mitocondrias de rata

El potencial de membrana mitocondrial se evalu6 midiendo los cambios de
fluorescencia de la safranina O (Colonnas et al., 1973). Las mitocondrias se resuspendieron en un
medio con Hepes 10 mM, KCI 100 mM, KH,PO4 3 mM y MgCl, 3mM, pH 7.4 con Fe2* durante 30 min.
Los cambios de la fluorescencia de la safranina se siguieron a una Aem 495 y una Aex 586 nm en un
espectrofluorometro Shimadzu RF5000U. Después de 10 segundos de iniciada la lectura, se afiadi6
10 mM de succinato y a los 3 min se afadio0 5 pM de CCCP (carbonilcianuro-p-

triclorofenilhidrazona) para abatir el potencial de membrana mitocondrial.

4.13. Procesamiento estadistico

Los resultados se expresaron como la media = el error estidndar de al menos 3
experimentos. Los niveles de significancia (p<0.001, p<0.01 y p<0.05) se determinaron mediante la

prueba t de Student con el programa Sigma Plot Versién 10 (SPSS Inc).
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5. RESULTADOS

5.1. Composicion de acidos grasos de Saccharomyces cerevisiae

Con el objetivo de conocer la composicion de acidos grasos de las células y las mitocondrias
de S. cerevisiae y verificar la incorporacion del acido linolénico (C18:3), se analizaron la
composicién y la cantidad de acidos grasos de células y mitocondrias por cromatografia de gases.
La composicién porcentual de los acidos grasos de la levadura cultivada en ausencia de C18:3 (-
C18:3) (Figura 1, panel A), consiste de un 8.2% de acidos palmitico (C16:0), 3.3% de acido
estedrico (C18:0), 53.7% de acido palmitoleico (C16:1) y 34.8% de acido oleico (C18:1). La
composicién de mitocondrias aisladas de células -C18:3 (Figura 1, panel B) consiste de un 5.5% de
C16:0, 1.8% de C18:0, 60.1% de C16:1 y 32.6% de C18:1. Por otro lado, se observd que la
composicién porcentual de acidos grasos de las levaduras crecidas en presencia de 10 mM de 4cido
linolénico (+C18:3) (Figura 2, panel A) consiste de un 68% de C18:3 y en comparacién con las
levaduras -C18:3, se observé un aumento del 12.5% y 4.3% en los niveles de C16:0 y C18:0,
respectivamente. Por el contrario, la cantidad de C16:1 y C18:1 disminuy6 hasta 7.7% y 7.5%,
respectivamente. La composicion de mitocondrias +C18:3 (Figura 2, panel B) consisti6
mayoritariamente de C18:3 (63%). En comparacién con las levaduras -C18:3, la cantidad de C16:0
y C18:0 en levaduras +C18:3 aumento 17.6% y 3.5%, respectivamente. Por el contrario, la cantidad

de C16:1y C18:1 disminuyd hasta 9.6% y 6.3%, respectivamente.
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Figura 1. Composicién porcentual de acidos grasos en levaduras (panel A) y en mitocondrias
(panel B) crecidas en ausencia de acido linolénico (-C18:3). Los lipidos fueron extraidos y
analizados de homogenados de levaduras y mitocondrias como se describe en materiales y
métodos. Los valores se expresan como el promedio * el error estandar de los porcentajes de cada
acido graso.
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Figura 2. Composicion porcentual de acidos grasos en levaduras (panel A) y en mitocondrias
(panel B) crecidas en presencia de de C18:3 (+C18:3). Los lipidos fueron extraidos y analizados
de homogenados de levaduras y mitocondrias como se describe en materiales y métodos. Los
valores se expresan como el promedio + el error estdndar de los porcentajes de cada acido graso.
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5.2. Influencia de la composicion de acidos grasos sobre la lipoperoxidacion inducida por

Fe2+

Con el proposito de investigar si la incorporacién de C18:3 incrementa la sensibilidad de la
levadura a la lipoperoxidacion, se midieron los niveles de peroxidacion de lipidos en esferoplastos
tratados durante 30 minutos con concentraciones crecientes de Fe2*. En los esferoplastos -C18:3
(Figura 2, barras negras), los niveles basales de TBARS se mantuvieron constantes a todas las
concentraciones de Fe?+ utilizadas. En contraste, los niveles de lipoperoxidacion en los
esferoplastos +C18:3 (Figura 2, barras blancas) aumentaron 340% (**p<0.01), 420% (**p<0.01) y
900% (***p<0.001) a concentraciones de 100uM, 200 uM y 400 pM de Fe2+, respectivamente. Estos
resultados indican que la incorporacion de +C18:3 aumenta la sensibilidad de la levadura a la
lipoperoxidacién. La preincubacion de los esferoplastos +C18:3 con 5 pM del agente anti-
lipoperoxidante BHT durante 15 min previo al tratamiento con Fe2+, inhibié el aumento en los
niveles de lipoperoxidaciéon obtenidos con concentraciones arriba de 100 uM de Fe2* y no ejercid

ningun efecto a concentraciones donde no se indujo la lipoperoxidacidn. (Fig. 4, barras blancas).
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Figura 3. Efecto del Fe2* sobre los niveles de lipoperoxidacion en esferoplastos sin (barras
negras) y con (barras blancas) C18:3. Los esferoplastos fueron tratados durante 30 minutos a
4°C, con las concentraciones indicadas de Fe2*, como se describe en materiales y métodos. **p<0.01,
*#*p<0.001 comparado con el control; #p<0.05, ##p<0.01, en comparacion con esferoplastos -C18:3
a la misma concentracion de Fe?*, Los datos se expresan como el promedio + el error estandar de
las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) con una n=6.
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Figura 4. Efecto protector del BHT contra el dafio lipoperoxidativo inducido por FeZ* en
esferoplastos +C18:3. Los esferoplastos fueron pre-incubados con 5uM de BHT durante 15
minutos previo al tratamiento con 100uM de Fe2+. **p<0.01, comparado con el control tratado con
BHT. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar de n=6.
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5.3. Influencia de la lipoperoxidacion sobre el potencial de membrana mitocondrial (A¥)

Con el proposito de investigar si la lipoperoxidacion compromete el establecimiento del
potencial de membrana mitocondrial durante el estrés oxidativo se evaluaron los cambios de la
fluorescencia de la cianina DiSc3(3) en respuesta al desacoplante CCCP a una concentracién que
disipa solo el A*¥mit de suspensiones celulares como una manera de evaluar in situ dicho
parametro. En la figura 5A, se muestra un trazo representativo del A¥mit en levaduras -C18:3, en
donde se observa que la adicién de CCCP produce un incremento de la fluorescencia de la cianina y
el cual es indicativo del abatimiento del A¥mit y la salida del colorante hacia la membrana
plasmatica. Para corroborar que el cambio en las propiedades espectrales de la cianina en
respuesta al CCCP fue debido al desacoplamiento del A¥'mit, se incubaron las células con los
inhibidores del complejo IIl y IV, antimicina A y KCN, respectivamente. En la figura 5B, se muestra
que bajo estas condiciones el CCCP no induce ningiin cambio en la fluorescencia de la cianina. Este
mismo comportamiento se observo en células petite, las cuales carecen de funcién mitocondrial
debido a mutaciones en el ADN;c producidas por la adicién de bromuro de etidio (figura 5C). Estos
resultados indican que el cambio en la fluorescencia de la cianina observado tras la adicién de CCCP

es debido al abatimiento en el A¥mit.

Figura 5. Potencial de membrana mitocondrial (A%¥mit) en levaduras de S. cerevisiae. Panel A:
células control; Panel B: células tratadas con 1pg de antimicina A y 0.75 mM de KCN; Panel C:
levaduras petite. Graficas representativas de n=3.
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En la figura 64, se observan las cuantificaciones de los cambios de la fluorescencia de la
cianina en células tratadas con concentraciones crecientes de Fe2+*. No se observaron cambios

significativos en la fluorescencia en levaduras -C18:3, hasta una concentraciéon de 200 uM de Fe?+,
mientras que a 400puM de Fe2* se observd una disminucién del 60% (**p<0.01). La figura 7 muestra

los trazos representativos de las cuantificaciones mostradas en la figura 6.

La cuantificacién de los cambios de la fluorescencia en las células +C18:3 se muestran en la
figura 6B. Se observo6 una disminucién en el A¥mit del 42% (**p<0.01) y 70% (***p<0.001), a 200
uM y 400 uM de Fe?+, respectivamente, lo que sugieren que la incorporacién del C18:3 aumenta la
sensibilidad del AW al estrés oxidativo. La figura 7 muestra los trazos representativos de las

cuantificaciones mostradas en la figura 6.
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Figura 6. Efecto del Fe2+ sobre el potencial de membrana mitocondrial (A¥mit) de S.
cerevisiae. Las células (25 mg de peso humedo) fueron tratadas durante 30 minutos a 4°C, con las
concentraciones indicadas de Fe2*, como se describe en materiales y métodos. El potencial de
membrana se determind observando los cambios en la fluorescencia de 1uM de DiSC3(3) a 540-
590nm. Panel A: células -C18:3; Panel B: células +C18:3**p<0.01, ***p<0.001 comparado con el
control. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar. n=10. UF: Unidades de
Fluorescencia.
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100uM de Fe?*

Figura 7. Efecto del Fe2+ en el potencial de membrana mitocondrial (A¥mit) de S. cerevisiae.
Las células (25 mg de peso humedo) fueron tratadas durante 30 minutos a 4°C, con las
concentraciones indicadas de Fe?*, como se describe en materiales y métodos. El potencial de
membrana se determiné observando los cambios en la fluorescencia de 1uM de DiSC3(3) a 540-590
nm; después de 10 segundos de inicia la lectura las mitocondrias se energizaron con 20 mM de
glucosa, con 15uM de CCCP se abati6 el A¥mity el AY¥Y citoplasmico se disip6 con 25mM de KCI.
Gréficas representativas de n=6.

Para comprobar el papel de la lipoperoxidacion sobre la sensibilidad mayor del A¥mit de
células +C18:3 al estrés oxidativo, se trataron las levaduras con 5 uM BHT durante 15 min antes del
tratamiento con Fe2*. La Figura 8, muestra que el BHT no tuvo ningun efecto protector sobre la
pérdida del A¥mit (barras blancas), lo que sugiere que la lipoperoxidacién no participa en la
perdida A¥mit en las levaduras +C18:3. La figura 9 muestra unos trazos representativos de las

cuantificaciones de la figura 8.
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Figura 8. Efecto del BHT sobre el A¥mit de células de de S. cerevisiae tratadas con Fe2+, Las
células se pre-incubaron con 5uM de BHT durante 15 minutos previo al tratamiento con 50 y
100puM de Fe?*, como se describié en materiales y métodos. Los datos se expresan como el
promedio * el error estdndar con una n=3. UF: Unidades de Fluorescencia.
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Figura 9. Efecto del BHT sobre el A¥mit de células +C18:3 tratadas con Fe?*. Las células
+(C18:3 (25 mg de peso humedo) se pre-incubaron con 5uM de BHT durante 15 minutos previo al
tratamiento con 0 y 100uM de Fe?*, como se describe en materiales y métodos. El potencial de
membrana se determiné observando los cambios en la fluorescencia de 1uM de DiSC3(3) a 540-
590nm;}, después de 10 segundos de inicia la lectura las mitocondrias se energizaron con 20 mM de
glucosa, con 15uM de CCCP se abatié el A¥mit y el AW citoplasmico se disipé con 25mM de KCI.
Graficas representativas de n=4.
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5.4. Influencia de la lipoperoxidacién sobre algunas funciones celulares dependientes de

ATP.

Con la finalidad de investigar si la incorporacién de acido linolénico afecta algunas de las
funciones dependientes de ATP en condiciones de estrés oxidativo, se evalué la actividad de la
ATPasa de H* de membrana plasmatica midiendo el cambio de pH del medio. De forma paralela, se
evalué el flujo de K* debido a que es una actividad que responde a los cambios de pH extracelular
(Gonzéalez-Hernandez et al., 2004). En levaduras -C18:3 (Figura 10A) se observa que la actividad
de la ATPasa-H+* acidifica el medio hasta la concentracién de 25 pM de Fe?*, mientras que a
concentracion entre 50 uM y 400 pM de Fe2+no se observé ningin cambio en esta medicién. El flujo
de K* de las levaduras -C18:3 (Figura 11A), no se afect6 hasta concentraciones de 25 uM de Fe2*y a

concentraciones mayores se inhibe totalmente la expulsiéon de K+ hacia el medio de incubacion.

En la figura 10B, se observé una nula actividad de ATPasa-H+* en levaduras +C18:3, aun bajo
condiciones control (0 uM de Fe2*). Respecto al flujo de K* en células +C18:3, se observd solo la
expulsion de este catidn incluso bajo condiciones control (Figura 11B). Estos resultados sugieren
que la incorporacién del acido linolénico a las membranas de S. cerevisiae podria alterar el arreglo
molecular de los lipidos de membrana plasmatica, lo que podria afectar la actividad de la ATPasa-

H+.
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Figura 10. Influencia del Fe2* sobre los cambios de pH extracelular. Las levaduras (150mg de
peso humedo) fueron tratadas durante 30 minutos a 4°C, con las concentraciones indicadas de Fe?2+,
como se describe en materiales y métodos. Los trazos se iniciaron después de la adicion de 20mM
de glucosa y los cambios de pH fueron registrados con un electrodo para pH. Los resultados son
representativos de n=2. Panel A: células -C18.3; Panel B. células +C18:3.
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Figura 11. Influencia de la lipoperoxidacién sobre el eflujo de K*. Las levaduras (150mg de
peso humedo) fueron tratadas durante 30 minutos a 4°C, con las concentraciones indicadas de Fe?2+,
como se describe en materiales y métodos. Los trazos se iniciaron después de la adicién de 20mM
de glucosa y el eflujo de K+ fue registrado con un electrodo selectivo de K+. Los resultados son
representativos de n=2. Panel A: células -C18.3; Panel B. células +C18:3.
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5.5. Papel de la lipoperoxidacién en la inhibicién de la actividad de la FiFo-ATPasa por

Fez+,

Con el objeto de elucidar el papel de la lipoperoxidacion sobre la inhibicidn de la actividad
de la FiFo-ATPasa por Fe?*, se evalud la actividad de esta enzima midiendo la concentracién de
fosfato inorganico producto de la hidrélisis del ATP en mitocondrial aisladas de levaduras
incubadas durante 30 minutos a concentraciones crecientes de Fe?+. En la figura 12 se observa una
mayor sensibilidad al Fe2* en mitocondrias +C18:3 a todas las concentraciones utilizadas y una
inhibicion total de la actividad a concentraciones mas mayores del cation. Estos resultados indican
que la incorporacion de C18:3 aumenta la sensibilidad de la actividad de la F1Fo-ATPasa al Fe?-,
debido al incremento en los niveles de lipoperoxidacion. Para comprobar esta hipoétesis, se evalud
la actividad de la F1Fo-ATPasa en mitocondrias +C18:3 tratadas con 5 uM de BHT durante 15 min
antes del tratamiento con Fe2*. En la figura 134, se observa que el BHT no protegi6 de la inhibicion
por 12.5y 25 pM de Fe?* en las mitocondrias -C18:3. En contraste, en la figura 13B, barras blancas,
el BHT protegio la actividad de la F1Fo-ATPasa en mitocondrias +C18:3 hasta un 54% y 60%, de la
inhibicién a las mismas concentraciones de Fe?*. Estos resultados indican que una parte importante
de la inhibicién de la actividad FiFo-ATPasa por Fe2?+ es atribuible a la lipoperoxidaciéon en

mitocondrias +C18:3.
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Figura 12. Efecto del Fe2* sobre la actividad de la FiFo-ATPasa. Las mitocondrias fueron
tratadas durante 30 minutos a 4°C, con las concentraciones indicadas de Fe2*, como se describe en
materiales y métodos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 en comparaciéon con la actividad en
mitocondrias -C18:3. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar, n=5. Circulos
negros: mitocondrias -C18:3; Circulos blancos: mitocondrias +C18.3.
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Figura 13. Efecto del BHT en la actividad de la F{Fo-ATPasa mitocondrial de mitocondrias
expuestas a Fe?+*. Las mitocondrias -C18:3 (panel A) o +C18:3 (panel B) fueron pre-incubados con
5uM de BHT durante 15 minutos previo al tratamiento con Fe?*. Barras negras: mitocondrias con
Fe?+; barras blancas: mitocondrias con Fe2+ + BHT. *p<0.05, ***p<0.001 en comparacién con la
actividad en mitocondrias no pre-incubadas con BHT. Los datos se expresan como el promedio * el
error estandar (n=3).
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5.6. Papel de la lipoperoxidacion en la inhibicion del A¥mit inducido por Fe2* en

mitocondrias de higado de rata.

Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos en mitocondrias de levadura con los
efectos del Fe?* en un modelo biolégico que sea naturalmente sensible a la lipoperoxidacién, se
evaluaron los efectos del Fe?* en el A¥ en mitocondrias de higado de rata, ya que este roedor
contiene una alta proporcién de acidos grasos poliinsaturados en las membranas mitocondriales
(Pamplona et al, 1998). En primer término, se midieron los niveles de lipoperoxidacién en
mitocondrias tratadas durante 30 minutos con concentraciones crecientes de Fe?*. Se observo un
aumento en los niveles de lipoperoxidacién (Figura 14, barras negras) de 200% (***p<0.001),
270% (***p<0.001), 490% (***p<0.001) y 810% (***p<0.001), a las concentraciones de 6.25 pM,
12.5 uM, 25 uM y 50 uM de Fe?+, respectivamente. En la figura 14, barras blancas, se muestra que el
BHT inhibié por completo el aumento en los niveles de lipoperoxidacion observados a todas las
concentraciones de Fe?+ utilizadas (***p<0.001) en este ensayo y no ejerce ningun efecto sobre los

niveles basales de éste parametro.
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Figura 14. Efecto del Fe2+ sobre los niveles de lipoperoxidacion (barras negras) y efecto
protector del BHT (barras blancas) en mitocondrias de higado de rata. las mitocondrias
fueron tratadas durante 30 minutos a 4°C, con las concentraciones indicadas de Fe2+y para probar
el efecto protector del BHT las mitocondrias fueron pre-incubadas con 5uM de BHT durante 15
minutos previo al tratamiento con Fe2*, como se describe en materiales y métodos. ***p<0.001
comparado con el control. ###p<0.001 comparado con mitocondrias sin BHT (barras negras) a la
misma concentracién de Fe2*. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar de n=7.

Se evalud el efecto del Fe2+ sobre el potencial de membrana de las mitocondrias de higado
de rata midiendo los cambios en la fluorescencia de la safranina. En la figura 154, se muestra un
trazo representativo del A¥ de mitocondrias de higado de rata, en el cual se observa una
disminucién en la fluorescencia de la safranina debido a que la mitocondria se energizo con
succinato y el A¥mit se abatié después de la adicién de CCCP, lo cual corrobora que los cambios
observados en la fluorescencia son debidos al A¥ establecido por la CTE. En la figura 15, paneles B
y C, se observa que los tratamientos con 12.5 uM y 50 uM de Fe?+, respectivamente, inhibieron por

completo el A.
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Para evaluar el papel de la lipoperoxidacién en el resultado anterior, se trataron las
mitocondrias con 5 pM de BHT durante 15 min antes del tratamiento con Fe2*. En la figura 16 se
muestra que el BHT no altera la medicion del A¥ (barras blancas). El BHT fue capaz de proteger en
un 19% la inhibicién por 12.5 pM de Fe?*. Estos resultados corroboran la conclusién obtenida con
mitocondrias de la levadura +C18:3 acerca de que la lipoperoxidacién es parcialmente responsable

de la inhibicion del A¥mit por Fe2+,

N Succinato CCCP Figura 15. Efecto del Fe** sobre el A¥ de
T E./ mitocondrias de higado de rata. Las
mitocondrias (0.3 mg de proteina) fueron
tratadas durante 30 minutos a 4°C, como se
describe en materiales y métodos. El
| potencial de membrana se determind
’ | utilizando 1.6 pM de safranina como
11 g A indicador fluorescente, los cambios se
| | siguieron a una longitud de onda de 495-
586nm. Se energizaron las mitocondrias con
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Figura 16. Efecto protector del BHT contra el daiio inducido por Fe2+ sobre el potencial de
membrana de mitocondrias de higado de rata. Las mitocondrias se pre-incubaron con 5uM de
BHT durante 15 minutos previo al tratamiento con 12.5 y 50 pM de Fe?*, como se describi6 e
materiales y métodos. Los datos se expresan como el promedio * el error estandar de n=3. UF:
Unidades de Fluorescencia.
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6. DISCUSION

Los acidos grasos poliinsaturados de las membranas bioldgicas constituyen el principal
blanco de las ERO. La lipoperoxidacion puede inducir un dafio irreversible en la fluidez de la
membrana y su plasticidad, lo que conduce a un dafio irreversible en la integridad de la célula
(Cortes-Rojo et al., 2009). El estudio de la lipoperoxidacién ha adquirido una alta relevancia debido
a que este proceso ha sido relacionado con el desarrollo de varias condiciones patolégicas,
neurodegenerativas y hasta en el envejecimiento (Floyd et al., 2001; Pamplona et al., 2004; Romero
et al.,, 1998; Practico, et al, 2000). Diversos estudios han identificado a la peroxidacién de los
lipidos mitocondriales como el principal factor que determina el dafio en la CTE. En especifico, se ha
identificado a la perdida ubiquinona y cardiolipina, asi como el dafio en el citocromo b del complejo
I1I como los principales eventos que afectan el transporte de electrones durante la lipoperoxidacion
(Forsmark-Andreé et al., 1997; Sen et al., 2005, Cortés-Rojo et al. 2009b) a nivel de los complejos I,
[Il y IV y en otras proteinas mitocondriales como el translocador ADP/ATP, el translocador de
fosfatoy la ATP sintasa (Paradies et al., 2000; Luo y Shi, 2005; Cortés-Rojo et al., 2009b). Con base a
lo anterior, en este trabajo se decidi6 estudiar la influencia de la lipoperoxidaciéon sobre el
potencial de membrana mitocondrial, la actividad de la F;FoATPasa y algunas funciones celulares
dependientes de ATP para corroborar si una mayor resistencia a la lipoperoxidacidn protege dichos
procesos de los efectos deletéreos del estrés oxidativo. Se utiliz6 como modelo de estudio a
Saccharomyces cerevisiae debido a que la presencia exclusiva de acidos grasos saturados y
monoinsaturados (Rattray et al., 1975) hace a esta levadura resistente a la lipoperoxidacion y a que
la composicion de acidos grasos de membrana puede ser manipulada para disminuir la resistencia a
la lipoperoxidacidon. En el presente trabajo se enriquecieron las membranas celulares a través de la
adicion del acido graso triinsaturado, acido a-linolénico (C18:3) al medio de cultivo. Este acido
graso, forma parte de la familia de dcidos w-3 y es una grasa esencial para la salud y nutricion del

ser humano y su incorporacion se lleva a cabo a través de la ingesta de alimentos y aceites de origen
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vegetal (Brouwer et al, 2004). Es altamente inestable debido a su facil oxidaciéon [Fox y Whitesell
2002]. Es precursor de los acidos de cadena mas larga de la serie w-3 tales como el acido
eicosapentanoico (C25:5), el acido docosahexanoico (C22:6) y el acido docosapentanoico (C22:5),
los cuales se sintetizan a partir del C18:3 mediante su elongacién y desaturacién por desaturasas
A5 y A6 (Cho et al., 1999). El C18:3 se encuentra presente en los organismos en un bajo porcentaje
en las mitocondrias de higado de diferentes especies multicelulares (Pamplona et al,, 2000), pero

en S. cerevisiae no se encuentran presentes ni este acido graso ni sus productos de elongacion.

La adicion de C18:3 produjo cambios dramaticos en la composicion de acidos grasos de la
levadura, ya que este acido graso, se convirtié en el componente mayoritario tanto en células como
en las mitocondrias (Figura 2 paneles A y B, respectivamente). En contraste, los acidos grasos
monoinsaturados, que son los componentes mayoritarios en las levaduras y mitocondrias nativas,
se convirtieron en los acidos grasos minoritarios en levaduras y mitocondrias. En S.cerevisiae, la
desaturasa A9 es la encargada de catalizar la formacién del doble enlace entre el carbono 9y 10 de
los acidos grasos saturados, C16:0 y C18:0, para dar los correspondientes acidos grasos
monoinsaturados, C16:1 y C18:1 (Bossie y Martin, 1989). La presencia de un &cido graso
poliinsaturado, en este trabajo el C18:3, reprime al gen OLE1 que codifica la desaturasa A9 y
provoca el remplazo de los acidos grasos monoinsaturados nativos por los acidos grasos
suplementados (Martin et al, 2007), lo cual explica la disminuciéon de los acidos grasos

monoinsaturados y la acumulacién de los sustratos para la desaturasa

El enriquecimiento con C18:3 aumentdé de manera considerable la sensibilidad de los
esferoplastos a la lipoperoxidacion inducida por Fe2+ (Figura 2, barras blancas), mientras que los
esferoplastos -C18:3 muestran resistencia a la lipoperoxidacion (Figura 2, barras negras), incluso a
la concentraciéon mas elevada de Fe2+ (400uM). Estos resultados estan en concordancia con el

trabajo pionero de Holman, en el cual se demostré que los acidos grasos saturados y

Q.F.B.M. Mirella Estrada Villagémez Pagina 47



Influencia de la lipoperoxidacién sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial de S. cerevisiae
— ————————————— — — ————— ——————

monoinsaturados son resistentes a la lipoperoxidacion y su sensibilidad a este proceso incrementa
exponencialmente conforma aumenta el nimero de enlaces dobles (Holman, 1954). Los acidos
grasos que contienen mas de un doble enlace, separado por un grupo metileno (por ejemplo el
C18:3), se autooxidan rapidamente a temperatura ambiente a través de la formacion de radicales
dienilo conjugados debido a que estos ultimos son estabilizados por resonancia, mientras que los
acidos grasos monoinsaturados sufren autooxidacion inicamente a temperaturas elevadas debido a
la imposibilidad de formar radicales dienilo conjugados (Porter, 1986). Lo anterior explica, la
resistencia a la lipoperoxidacion en las levaduras -C18:3 y el aumento en la sensibilidad a este

proceso en las levaduras +C18:3.

En un estudio previo se observo que la incorporacion del C18:3 aumenta la sensibilidad de
la CTE al estrés oxidativo (Cortés-Rojo et al., 2009b); esto podria estar relacionado con una menor
capacidad de las células +C18:3 en comparacion con las células —-C18:3 para establecer el A¥mit a
concentraciones por arriba de 200 uM (Figura 6). El efecto protector nulo del BHT sobre la
inhibicion del A¥mit por Fe2+ podria sugerir que la lipoperoxidacidn no participa en la disminucién
en la capacidad de la CTE para establecer el A¥mit (Figura 8). Sin embargo, una explicacién
alternativa es que el BHT se haya acumulado en la membrana plasmatica y que no se haya
acumulado en la mitocondria para ejercer un efecto protector. Esta hipétesis concuerda con los
resultados mostrados en la figura 9, donde se observa que cuando las levaduras +C18:3 fueron
tratadas con el BHT previo al tratamiento con Fe2+, la cianina se acumula en la membrana
plasmatica, mientras que en células sin BHT se observa una salida gradual de la cianina de la
membrana plasmatica. Ademas, el papel de la lipoperoxidacion sobre la disminucién del A¥mit por
la exposicion a Fe2+ pudo ser confirmado en mitocondrias de higado de rata, ya que la pre-

incubacién con BHT protegi6 de la inhibicién de este parametro (Figura 16).
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En diferentes sistemas in vivo la lipoperoxidacidn altera la permeabilidad membranal, el A¥
y el gradiente i6nico (Halliwell y Gutteridge, 1989; Lehotsky et al., 1999). En concordancia con lo
anterior, la incorporacion de C18:3 en las membranas mitocondriales de S. cerevisiae aumenté la
sensibilidad de la F1Fo-ATPasa al tratamiento con Fe2+ (Figura 12, circulos blancos). El papel de la
lipoperoxidacion en la pérdida de esta actividad fue confirmado por la recuperaciéon de mas del
60% de la actividad a concentraciones que inhibieron totalmente a la enzima, mientras que en
mitocondrias -C18:3 el BHT no ejercié ningun efecto. En un estudio realizado en esferoplastos
C18:3 y +(C18:3 (Estrada, 2007) se observo que las concentraciones de Fe2* que afectan la
respiracion mitocondrial concuerdan con las concentraciones de Fe2+ a las cuales se inhibi6 el
AWmit. Asimismo, existen varios estudios en mamiferos donde se ha demostrado que el Fe2+ afecta
la actividad de la CTE, el A¥mit y la actividad de la ATPasa, concomitante con un aumento en los
niveles de lipoperoxidacién (Masini et al., 1985; McKnight y Hunter, 1966; Cederbaum y Wainio,

1971; Zhang et al., 1990).

El fosfolipido cardiolipina estabiliza una amplia variedad de proteinas de la membrana
interna mitocondrial entre las que se encuentra la F1FoATP sintasa (Eble et al., 1990; Schlame et al.,
1993). Por lo tanto, es probable que la oxidacién de cardiolipina aumente la sensibilidad de la F1Fo-

ATPasa en las mitocondrias +C18:3.

Por otro lado, la entrada de glucosa a la levadura activa a la ATPasa-H+ de la membrana
plasmatica (Serrano, 1980). En un estudio realizado en S. cerevisiae se observé que el potencial de
la membrana plasmatica contribuye en la organizacién de la misma y que un dafio en la sintesis de
ATP mitocondrial afecta la actividad de la ATPasa-H* de la membrana plasmatica (Grossmann et al.,
2007). En relacion a lo anterior, no se pudo comprobar la relacion entre el dafio en la producciéon
de ATP en la mitocondria por la lipoperoxidacién y la disminucién en la actividad de la ATPasa-H+

debido a que posiblemente la incorporaciéon del C18:3 provocé un cambio en el arreglo de la
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membrana plasmatica que se ve reflejado como una inactivacién de la ATPasa-H+ (figura 10B). La
levadura capta K+ a través de la AP generada por la ATPasa-H+ (Pefia, 1975). El K+ es un
componente indispensable para todas las formas celulares y todas dependen de la captacion y
eventualmente de la liberacion de K+ para crecer y mantenerse. Ademas, el K+ estimula la
respiracion (Rothstein y Demis, 1953) y la fermentacion (Pena 1975) y modula el pH interno en las
levaduras (Calahorra et al., 1998). En las levaduras +C18:3 se observd una expulsion del K+ a todas
las concentraciones de Fe2+ utilizadas (Figura 11B), lo cual podria ser una respuesta adaptativa de
la levadura para establecer un A¥ mediante el eflujo de K+ en respuesta a la pérdida de la actividad
ATPasa-H+. Se ha observado que en la levadura el transporte de K+ se lleva a cabo en una relacién
estequiométrica de 1:1 de entrada de K+ y salida de H+ al medio durante la fermentaciéon (Conway y
Malley, 1946). En funcién de lo anterior y a que la actividad de la ATPasa-H+ fue nula en células
+(18.3, esto podria explicar también, la salida del K+ detectada en estas células incluso en
condiciones control. En contraste, en las levaduras -C18:3 (Figura 11A) se observé que a partir de
50 uM de Fe2+ hay una expulsién de K+ y esto concuerda con el hecho de que la actividad de la
ATPasa-H+ funciona de manera normal hasta concentraciones menores de 50uM de Fe2+ (Figura
10A). Muchos agentes cationicos, a concentraciones variables, pueden producir el eflujo de K+ en
levaduras, produciendo un incremento en el A¥ plasmatico, una desorganizaciéon de la membrana
plasmatica y una disfuncién de los transportadores de esta membrana (Pefia et al,, 2009). Una
situacion similar podria aplicar también a los resultados encontrados en el presente trabajo, ya que
el Fe2+ podria afectar también los transportadores de K+ (Trklp y Trk2 [Gaber et al., 1988: Ko et al.,
1991]). En concordancia con la pérdida de funciones de membrana plasmatica en células +C18:3, en
un estudio previo se observd que la incorporacion de acidos grasos €18:2 y C18:3 inducen una
pérdida de la integridad membranal y una permeabilizacién de la membrana plasmatica en
presencia de Cu?+ (Avery et al., 1996; Howlell y Avery, 1997), lo que resultd en un deterioro en la

funcién membranal asociado con salida de K+ (Avery et al., 1996; Gadd, 1993.). Asimismo, se ha

Q.F.B.M. Mirella Estrada Villagémez Pagina 50



Influencia de la lipoperoxidacién sobre la fase final del metabolismo energético mitocondrial de S. cerevisiae
— ————————————— — — ————— ——————

observado un aumento en la permeabilidad de las membranas de levaduras +C18:3 bajo

condiciones de estrés oxidativo inducido por Fe2+ (Cortes et al., 2009c).

El grado de insaturacién de los lipidos membranales entre las diferentes especies ha sido
correlacionado con su susceptibilidad a la lipoperoxidacién (Pamplona, 2000). Debido a lo anterior,
fue util el uso de mitocondrias de higado de rata como modelo de estudio de forma comparativa
debido a la alta proporcién de acidos grasos poliinsaturados en este mamifero, lo cual explica las
diferencias encontradas respecto a la lipoperoxidacién entre las mitocondrias de higado de rata

(Figura 14, barras negras) y los esferoplastos de la levadura -C18:3 (Figura 3, barras negras).

En la figura 17 se propone un modelo que explica el efecto del Fez* sobre la fase final del
metabolismo energético mitocondrial, asi como algunas funciones dependientes de ATP, tomando
en cuenta los resultados encontrados en el presente trabajo en levaduras -C18:3. En condiciones de
nula lipoperoxidacién, el A¥mit producido por el metabolismo de la glucosa se lleva a cabo hasta
concentraciones de 400 pM de Fe2+. Sin embargo, la sintesis de ATP por la F1FoATPsintasa se realiza
hasta concentraciones de 25 uM de Fe2+. E]l ATP producido por esta enzima es utilizado por la célula
para impulsar la ATPasa-H+ para bombear protones hacia el medio extracelular y mantener en
conjunto con el flujo de K* el pH de la célula y el gradiente electroquimico membranal, funciones

que se realizan hasta concentraciones menores de 12.5 uM de Fe2+.

En la figura 18 se propone un modelo que explica el papel adicional de la lipoperoxidacién
sobre el dafio por Fe?+ a la fase final del metabolismo energético mitocondrial, asi como algunas
funciones dependientes de ATP, tomando en cuenta los resultados encontrados en el presente
trabajo en levaduras +C18:3. El A¥mit se inhibe a partir de una concentracién de 200 pM de Fe?2-.
La sintesis de ATP por la F1FoATPsintasa, se inhibe a partir de una concentracién menor de 3.25 uM
de Fe?*. El papel de la lipoperoxidacién en la inhibicion del A¥mit por Fe?* no se pudo elucidar

probablemente debido a que el BHT no entro hasta la mitocondria, quedandose acumulado en la
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membrana plasmatica. Asimismo la actividad de la ATPasa-H+ fue nula, debido posiblemente a un

cambio importante en la fluidez membranal debido a la incorporaciéon del C18:3 a las membranas

de la levadura.

y -C18:3

NADH

FADH,
Succinato

Figura 17. Modelo para explicar el mecanismo mediante el cual la resistencia a la lipoperoxidacion
en levaduras -C18:3 protege el establecimiento del potencial de membrana mitocondrial, la

actividad de la ATPasa mitocondrial y algunas funciones dependientes de ATP de los efectos del

estrés oxidativo.
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Glucosa

NADH

FADH;
Succinato \

Figura 18. Modelo para explicar el mecanismo mediante el cual la lipoperoxidacion aumenta la
sensibilidad del potencial de membrana mitocondrial, la actividad de la ATPasa mitocondrial y

algunas funciones dependientes de ATP al estrés oxidativo.
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7. CONCLUSION

Una mayor resistencia a la lipoperoxidaciéon protege la fase final del metabolismo energético

mitocondrial del dafio por el estrés oxidativo.
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