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1. INTRODUCCION

1.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucarionte que mide alrededor de
5um de diametro; este habitante comun de habitats terrestres es un hongo Ascomiceto

unicelular que produce esporas sexuales y asexuales (47).

El genoma de S. cerevisiae es relativamente pequefio y compacto, con poco ADN
repetitivo y algunos intrones. Las cepas haploides contienen aproximadamente entre
12 y 13 Mb de ADN nuclear distribuidos en 16 cromosomas lineales (con una longitud

que varia entre 200 y 2200 kb). Contiene aproximadamente unos 6000 genes (12).

A pesar de su simplicidad, las células de S. cerevisiae tienen todas las
caracteristicas fundamentales observadas en las células eucariontes de los
microrganismos mas complejos, poseen un nucleo definido con muchos cromosomas
lineales condensados para formar cromatina y su citosol tiene un espectro completo de
organulos celulares y de estructuras membranosas incluyendo mitocondrias, reticulo
endoplasmatico liso y rugoso, aparato de Golgi y lisosomas. Ademas, a diferencia de
las células de mamiferos, poseen también vacuolas y una pared celular externa
compuesta principalmente por B-glucanos (50-75%) y manoproteinas (25-50%) que
forman una red de microfibras. También aparece en la pared una pequefia cantidad de
quitina (2-4 %) localizada principalmente en las cicatrices que quedan tras la gemacion
(13,55).

La pared celular y la membrana plasmatica tienen un espacio de separacion entre
ellas llamado periplasma. En S. cerevisiae, estas capas constituyen el 15 % del
volumen total de la célula, cuyo papel principal es proporcionar una barrera con el
exterior y controlar la permeabilidad. La pared celular tiene un espesor entre 100 y 200

nm y constituye entre el 15 y el 25% de la masa seca de la célula (12).

La membrana plasmatica mide unos 7 nm de grosor, constituye una barrera
estable e hidrofébica entre el citosol y el medio externo de la célula. Como en otras
membranas, la membrana plasmatica de las levaduras esta formada principalmente

por lipidos y proteinas (11).
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S. cerevisiae es un microorganismo aerobio facultativo y se reproduce
principalmente en forma asexual por division vegetativa bajo buenas condiciones
nutricionales, puede dividirse cada 90 minutos por gemacion; esta multiplicacion celular
por brote permite el nacimiento de entre 20 a 25 nuevas células hijas a partir de una
sola célula madre (46). Si las condiciones ambientales son adversas (carencia de
nutrientes, bajo pH y temperatura, etc.), la levadura puede entrar en un proceso de

reproduccién sexual o esporulacion (12).

S. cerevisiae muestra 5 fases de crecimiento bien definidas en medios liquidos
con glucosa como fuente de carbono: 1) la fase lag, 2) la fase logaritmica, 3) el cambio

diduxico, 4) la fase postdiauxica y 5) la fase estacionaria.

La fase lag es un periodo de adaptacion en el cual la célula se prepara para
dividirse. Durante la fase logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de
duplicacién y llevan a cabo un metabolismo fermentativo del que se produce etanol. Al
disminuir la concentracion de glucosa, las células atraviesan por el cambio diauxico, un
periodo breve de tiempo en el cual no hay division y la célula cambia de un
metabolismo fermentativo a uno respiratorio (56). En la fase postdiauxica las células
usan como fuente de carbono el etanol producido durante la fase logaritmica e
incrementan gradualmente su resistencia al estrés, en tanto que la fase estacionaria se
presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado y no hay division celular. En
esta fase, las células acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y glucégeno,
alcanzan el maximo nivel de resistencia a estrés y su pared celular se vuelve mas

gruesa y resistente a la digestion por liticasa (22).

A continuacion se muestra el ciclo bioldgico de la levadura Saccharomyces

cerevisiae (Figura 1):
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Esquema.1.1. Ciclo biolégico de S. cerevisiae. Tomado y modificado de (47).

Algunas de las ventajas de trabajar con S. cerevisiae son:

=% Es un organismo no patdgeno.
% Tiene un genoma 200 veces menor que el de mamiferos (3.5 x10° pb en

mamiferos y 1.4x10’ pb en la levadura).

Puede ser modificado genéticamente por tecnologias de ADN recombinante (13).
1.2. La mitocondria

La mitocondria es un organulo cuya funcion es fundamentalmente energética ya
que interviene en la respiracion celular aerobia, en ella se llevan a cabo las reacciones
del ciclo de Krebs, de la cadena respiratoria, de la oxidacion de acidos grasos y en

general, las reacciones propias de los procesos catabdlicos (55).

El tamafio, numero y forma de las mitocondrias varia de un tejido a otro, pero su
estructura basica es la misma. El numero y tamafo de las mitocondrias guarda

estrecha relacion con las necesidades energéticas de la célula (17). Las mitocondrias

3
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se presentan como bastones, granulos o filamentos, siendo la primera la forma mas
comun. Su tamafo varia ampliamente segun la especie y el tipo celular, pudiendo

oscilar entre 0,2 y 10 ym (55).

En la mitocondria ocurre la etapa final de la oxidacién de los nutrientes. Contiene,
como demostraron A. Lehninger y E. Kennedy en 1948, la piruvato deshidrogenasa, las
enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos, las enzimas que catalizan la oxidacion
de los acidos grasos y las enzimas y proteinas redox que intervienen en el transporte
de electrones y la fosforilacién oxidativa. Estos procesos generan la mayor parte de la
energia celular en condiciones aerdbicas. Por ello se le describe como la “planta de

energia” de la célula (18).

El modelo tipico de la mitocondria consiste en dos membranas concéntricas con

propiedades y funciones biolégicas marcadamente diferentes:

1.- la membrana mitocondrial externa, que es lisa y esta en contacto con el medio

citosolico;

2.- la membrana mitocondrial interna que delimita un espacio central denominado
matriz mitocondrial y presenta multiples invaginaciones denominadas crestas, las
cuales son mas abundantes en mitocondrias de células con intensa actividad

respiratoria (9).

Sin embargo, el modelo anterior es inexacto debido a que imagenes obtenidas
mediante tomografia microscopica electronica de mitocondrias de higado de rata
muestran que las crestas no estan formadas por los plegamientos de la membrana
mitocondrial interna, sino que son cisternas con un diametro de 30-40 nm
aproximadamente con forma tubular o aplanada, conectadas entre si y a su vez
también conectadas a la superficie periférica de la membrana mitocondrial interna
mediante estructuras tubulares de 28 nm de diametro aproximadamente, siendo la

superficie de la membrana interna y las crestas una superficie continua (13).



EFECTO DEL ACIDO ALFA-LINOLENICO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LOS COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO CRONOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae

Ribosumas

A0MN
Matriz mitocondrisl

embrana mitocendrial externa
: Membrana mitocondrial interna

Espacio
Intermembrana

Porcicn Fo

Porcion F1

Esquema 1.2. Modelo tradicional de la mitocondria. Tomado de (18).

Las crestas permiten aumentar la superficie para realizar diversas reacciones y
se encuentran tapizadas de pequefios salientes llamados particulas elementales, que

corresponden a moléculas de ATP sintasa (20).

Ademas, existen sitios de contacto de aprox. 14 a 40 nm entre las membrana
mitocondriales interna y externa a lo largo de la periferia de la mitocondria; esto sugiere
que los sitios podrian representar ensambles macromoleculares para el transporte de

metabolitos, iones y proteinas a través de las membranas externa e interna (13).

La membrana externa es permeable a pequenas moléculas e iones. La
permeabilidad de esta membrana se atribuye a la presencia de una proteina
transmembrana llamada porina la cual forma canales o poros. La funcién de esta
proteina es formar un canal acuoso para el movimiento de metabolitos de naturaleza
anionica de hasta 10.000 Da (fosfato, ADP, ATP, piruvato) hacia adentro y afuera de la
mitocondria. (13, 50). Otro componente de la membrana externa es la translocasa de
membrana externa (TOM, del inglés Translocator of Outer Membrane), el cual es un
complejo proteico cuya funcion es permitir el movimiento de proteinas sintetizadas en
el citosol; este complejo en S. cerevisiae esta constituido por las proteinas Tom 20 y
Tom 70 que funcionan como receptores de los péptidos sefal de las pre-proteinas a

importar, y las proteinas Tom 22, Tom 40 y Tom 50. (10,13).
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En contraste, la membrana interna, que tiene una proporcion mas alta en
proteinas, es practicamente impermeable a sustancias polares e iénicas. El agua, el
CO, y el Oz son de las pocas moléculas que pueden atravesar libremente la membrana
mitocondrial interna. La mayoria de las moléculas que atraviesan la membrana
mitocondrial interna o hacen Unicamente por la mediacion de proteinas
transportadoras especificas (50). Esto permite el establecimiento del potencial
transmembranal y evita pérdidas en el mismo debidas a la tendencia termodinamica de
los iones a igualar las cargas eléctricas y su concentraciéon en ambos lados de la

membrana (13).

La membrana mitocondrial interna cuenta con otra caracteristica particular, la
presencia casi exclusiva de cardiolipina; este fosfolipido tiene un papel muy importante
en la mitocondria optimizando la actividad de algunos complejos de la cadena
respiratoria y algunos acarreadores ionicos. La membrana mitocondrial interna aloja a
la ATP sintasa y a los complejos proteicos que componen la cadena transportadora de
electrones (CTE) (13).

La matriz contiene una amplia variedad de enzimas solubles, incluyendo las que
son necesarias para la oxidacién del piruvato y los acidos grasos y para el ciclo de
Krebs. Contiene también el ADN mitocondrial, los ribosomas mitocondriales, los ARNt y
varias enzimas requeridas para la expresion de genes mitocondriales (18). Ademas, en
la matriz mitocondrial hay numerosas enzimas implicadas en la biosintesis de
aminoacidos, nucleétidos y algunas enzimas involucradas en los mecanismos de
defensa contra el estrés oxidativo tales como la superdxido dismutasa dependiente de

manganeso (MnSOD) o las del sistema de tioredoxina (13).

Las mitocondrias poseen su propio material genético y sus propios ribosomas,
los cuales son mas semejantes a los bacterianos que a los eucaridticos. En particular,
es de destacar que aunque pueden presentarse algunas copias en forma lineal, el ADN
mitocondrial es generalmente circular y se presenta en pequeios acumulos
puntiformes de 4-5 copias que se conocen como ‘“nucleoides” (55). EI ADN

mitocondrial solo tiene informacion para la sintesis de sus propios ribosomas y para



EFECTO DEL ACIDO ALFA-LINOLENICO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LOS COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO CRONOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae

algunos de sus ARN de transferencia (50). En cuanto a las proteinas, codifica para 7
de las 49 subunidades del complejo I, el citocromo b del complejo Il y las subunidades
[, I1'y Il del complejo IV de la cadena de transporte de electrones (13). El resto de las
proteinas involucradas en el ciclo de Krebs y en la fosforilacion se sintetizan en el

citoplasma y se transportan hasta la mitocondria para cumplir su funcion (50).

La distribucion de las mitocondrias dentro de las células es generalmente
bastante uniforme y existen en promedio unas 2000 mitocondrias por célula, de tal
manera que podemos encontrar algunas excepciones como las células musculares las
cuales tienen abundantes mitocondrias debido a que desarrollan trabajos muy intensos

para lo cual requieren un alto grado de energia (50).

La mitocondria es capaz de dividirse en un proceso que se asemeja ligeramente a
la mitosis, con formacién de una pared a partir de la membrana interna, perpendicular
al eje mayor del organelo. EI nimero de mitocondrias se controla por autofagia
lisosomal, que comienza por la formacion de envolturas de reticulo plasmatico
alrededor de la mitocondria senescente; luego un cierto numero de vesiculas
proveniente del Aparato de Golgi se unen a la vacuola autofagica, liberando, gracias al
pH acido, hidrolasas previamente vinculadas a receptores de manosa-6-fosfato; asi

comienza la degradacion mitocondrial (40).

Las mitocondrias de S. cerevisiae tienen diferencias fisiolégicas con las de otras
especies utilizadas como modelo de estudio; en comparacién a las mitocondrias de
rata las mitocondrias de S. cerevisiae tienen la ausencia del complejo |, la presencia de
una citocromo ¢ peroxidasa que cataliza la reduccion de H;O; y la constitucion lipidica

de las membranas mitocondriales (14).

En el espacio intermembranal de las mitocondrias de S. cerevisiae, se encuentra
la actividad de adenilato cinasa del organulo, esta enzima cataliza la reaccion de dos
moléculas de ADP para producir ATP y AMP en musculo. Son componentes de este
compartimiento también el citocromo b,, el citocromo c y la citocromo c peroxidasa
(12).
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En S. cerevisiae, alrededor del 12% del volumen total de la célula esta ocupado
por mitocondrias y su numero y estructura sufren extensas modificaciones

dependiendo de los cambios en el ciclo de vida y del estado fisioldgico (13).

1.3. La cadena respiratoria de transporte de electrones

Todas las células vivas llevan a cabo la respiracion celular para obtener la
energia necesaria para sus funciones. Usualmente se usa glucosa como materia

prima, la cual se metaboliza a biéxido de carbono y agua, produciéndose energia (12).

La respiracion celular es una serie de reacciones mediante las cuales la célula
degrada moléculas organicas y produce energia, con la participacién del O, como
aceptor final de los electrones provenientes de las oxidaciones de los nutrientes y la

consecuente generacion de ATP a partir de ADP mas fosfato (Pi) (18).

La mayor parte de la energia libre que se produce durante la oxidacion de la
glucosa a CO; es retenida en las coenzimas reducidas FADH, y NADH generadas en
la glucolisis y el ciclo del acido citrico, estas durante la respiracion liberan electrones,
que se transfieren por una serie de transportadores en la cadena de transporte de
electrones (CTE) hacia el O3 (8).

La CTE es una parte fundamental de la fosforilacién oxidativa y consiste en cuatro

complejos proteicos independientes:

[.-Complejo . NADH deshidrogenasa o NADH: ubiquinona oxidoreductasa.
[I.-Complejo Il. Succinato deshidrogenasa o Succinato: ubiquinona oxidoreductasa.
[ll.-Complejo Ill. Citocromo ¢ reductasa o Ubiquinona: citocromo ¢ oxidoreductasa

IV.-Complejo IV. Citocromo c oxidasa.

El aislamiento de proteinas mitocondriales con propiedades especificas de
transferencia de electrones, por Green y sus colaboradores, proporciond el concepto

de “complejos” de la cadena respiratoria (9).
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Estos complejos estan integrados en la membrana mitocondrial interna; tres de
esos complejos (I, 1l y 1V) funcionan como bombas redox de electrones, acoplando el
transporte de electrones a la translocacion vectorial de protones (11). La CTE también
esta constituida por dos moléculas moviles transportadoras de electrones: la
ubiquinona (coenzima Q) y el citocromo c, las cuales tienen una estructura mas sencilla

y sirven para conectar eléctricamente a los complejos respiratorios (10, 46).

Los complejos de la CTE estan formados por numerosos polipéptidos que
contienen una serie de cofactores redox unidos a las proteinas como las flavinas (FMN
o FAD en los complejos |y Il), los centros de hierro-azufre (en los complejos I, Il y lll) y

los grupos hemo (en los complejos II, Il y IV) (46).

Cada complejo acepta o dona electrones a la coenzima Q y el citocromo c. Cada
acarreador de la CTE puede recibir electrones de un donador y subsecuentemente
pueden donarlos al siguiente acarreador de la cadena, finalmente se combinan con el
aceptor final de electrones, el oxigeno molecular, que al reducirse origina agua (18, 27,
40).

Con la excepcion de la coenzima Q, todos los miembros de esta cadena son

proteinas (18).

Los transportadores electronicos y los complejos estan organizados en
“ensamblajes” con interacciones especificas proteina-proteina, que son efectivas para
la transferencia rapida de electrones gracias a la limitacion de las distancias
intermoleculares entre ellas (9). Una mitocondria individual de higado contiene cerca
de 10.000 ensamblajes de complejos respiratorios, mientras que una de corazdn
presenta cerca del doble. Los complejos |, Ill y IV interaccionan para formar
supercomplejos con una composicién estequiométrica definida en mitocondrias de

levaduras, plantas superiores y mamiferos (13).
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1.3.1. Complejo I.- NADH deshidrogenasa (NADH: ubiquinona oxidoreductasa).

El complejo | de mamiferos tiene un peso de aproximadamente 1000 KDa, siendo
el mas grande de todos los complejos respiratorios; esta constituida por al menos 46
subunidades (39 estan codificadas en el ADN nuclear y 7 por el ADN mitocondrial), un

flavin mononucleotido (FMN) y 5 grupos fierro-azufre (Fe-S) (13, 35).

La NADH deshidrogenasa tiene forma de L, con el brazo largo como una proteina
de membrana integral hidrofébica, donde se encuentra la maquinaria de bombeo de
protones, y el brazo corto constituido por un dominio globular hidrofilico situado en la
matriz mitocondrial, que contiene la subunidad de union al NADH vy el centro activo de

la enzima, constituido por una flavina y 9 centros hierro-sulfurados (17).

La funcidn de este complejo es catalizar la transferencia de dos electrones del
NADH vy transferirlos a la ubiquinona (Q). El producto reducido, el ubiquinol (QH>)
puede difundir libremente por la membrana. Al mismo tiempo el Complejo | transloca
cuatro protones a través de la membrana mitocondrial interna desde la matriz hacia el

espacio intermembranal produciendo asi un gradiente de protones (46).
El flujo de electrones ocurre de la siguiente forma:

1.- EI NADH es oxidado a NAD", reduciendo al FMN a FMNH, en un Unico paso que
implica a dos electrones. 2.- El siguiente transportador de electrones es un centro Fe-S
que solo puede aceptar un electrén y transferirlo a la ubiquinona generando una forma
reducida denominada semiquinona (QH"). 3- Esta semiquinona vuelve a ser reducida

con el otro electron que quedaba generando el QH2 (12).

Este proceso supone cerca del 40% del gradiente de protones transmembrana
generado en la oxidacion del NADH por la CTE (13).

Existen varios inhibidores que pueden bloquear el flujo de electrones a través de
diferentes transportadores del complejo I: la rotenona y la piericidina inhiben del flujo
de electrones en este complejo (12). La rotenona actua bloqueando la transferencia de
equivalentes de reduccién desde los centros hierro-azufre hasta la ubiquinona,
posiblemente actuando como analogo de la misma (10).
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La cadena respiratoria de S. cerevisiae carece de un complejo I. En su lugar, los
equivalentes reductores son transferidos hacia la CTE mediante tres NADH
deshidrogenasa alternas (NDE): dos NADH deshidrogenasas externas debido a la
orientacion de su sitio catalitico hacia el espacio intermembranal, y una NADH
deshidrogenasa interna debido a la orientacion de su sitio catalitico hacia la matriz
mitocondrial (13, 15).

A diferencia del complejo I, la NADH deshidrogenasa interna no transloca
protones, solo oxida el NADH producido en la matriz por el ciclo de Krebs o por la
alcohol deshidrogenasa mitocondrial y transporta los electrones hacia el ubiquinol. El
NADH citosélico de la levadura es canalizado por la porina de la membrana externa
mitocondrial hacia las NADH deshidrogenasa externas, las cuales transfieren los
electrones del NADH hacia la CTE motivo por el cual estas enzimas se consideran
como el equivalente de la lanzadera aspartato-malato de mitocondrias de mamiferos
(15).
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Esquema 1.3. Representacion dela CTE de S. cerevisiae; ex, NADH

deshidrogenasas externas; in, NADH deshidrogenasa interna; UBQ, poza de

ubiquinol:ubiquinona; ¢, citocromo c. Tomado de (13).
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1.3.2. Complejo Il.- Succinato: ubiquinona o xidoreductasa (succinato

deshidrogenasa).

El complejo Il es el otro punto de entrada de electrones a la CTE asi como la unica
enzima que también participa en el ciclo de Krebs y que esta asociada a la membrana
(46). En su participacion en el ciclo de los acidos tricarboxilicos interviene en la
transferencia de electrones desde el succinato hasta el FAD, formando FADH,,
mientras que en su papel dentro de la cadena de transporte electrénico transfiere los

electrones del FADH, a la ubiquinona (10).

En comparacion al NAD" que difunde libre en la matriz mitocondrial, el FAD no
existe libre en disolucién; por lo cual el complejo Il contiene una molécula de FAD. La
tenoiltrifluoroacetona (TTFA) bloquea la transferencia de electrones a través del
complejo Il posiblemente mediante interacciones débiles con el hierro del ultimo
componente del complejo, un centro hierro-sulfurado. También a través de los
equivalentes de reduccion entrantes via el complejo I, se produce un flujo reverso de

electrones hacia el complejo | (9).

e Estructura

El complejo Il tiene una estructura heterotetramérica formada por 4 subunidades,
denominadas Sdh1p, Sdh2p, Sdh3p y Sdh4p codificadas por genes nucleares, que la
hace ser la unica enzima de la cadena respiratoria en la que ninguna de sus
subunidades se encuentra codificada en el ADN mitocondrial. Las subunidades Shd1p
y Sdh2p forman un dimero catalitico que contiene el sitio activo, FAD y 3 grupos Fe-S
([2Fe-2S], [4Fe-4S] y [3Fe-4S]). Las subunidades Sdh3p y Sdh4p son proteinas
integrales de membrana que contienen un hemo bsg; y los sitios de reduccion de
ubiquinona. El dimero catalitico puede oxidar succinato y reducir aceptores artificiales
de electrones (13, 35).

12
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succinato fumarato
Esquema 1.4. Estructura de la succinato deshidrogenasa. Tomado y modificado
(35).

Este complejo enzimatico es inhibido por la carboxina y la tenoiltrifluoroacetona, asi

como por el malato, que actua como inhibidor competitivo del sustrato succinato (19).

1.3.3. Complejo Illl.- Citocromo c reductasa, Ubiquinona:citocromo c

oxidoreductasa o complejo citocromo bc1

El complejo lll, es el tercer complejo de la CTE que interviene en la respiracion

celular y la generaciéon de adenosin trifosfato (ATP) mediante la fosforilacion oxidativa

(7).

Este complejo recibe electrones de los Complejos | y Il; a través del QH y los
transfiere a dos moléculas de citocromo ¢, que es un transportador de electrones
hidrosoluble. Al mismo tiempo, transloca dos protones a través de la membrana por los

dos electrones transportados desde el ubiquinol (7).

Estructuralmente, es una lipoproteina multimérica transmembranal formada por
dos mondmeros idénticos de 11 cadenas polipeptidicas en mamiferos, mientras que en
S. cerevisiae se compone de 9 subunidades proteicas diferentes. Tres de estas

subunidades poseen grupos prosteticos codificadas tanto por el genoma nuclear como
13
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por el mitocondrial (concretamente, este ultimo almacena la secuencia del citocromo

b). EI complejo Il posee una masa de 250 kDa. (13, 35).

La subunidad citocromo b alberga dos grupos hemo tipo b (b y by); mientras que
la subunidad citocromo c¢ tiene un grupo hemo tipo ¢ (c4), y la ferrosulfoproteina de
Rieske (Fe,S;) posee una agrupacion de dos atomos de hierro y dos de azufre en el

que se sustituyen dos residuos de cisteina por dos de Histidina (35).

El citocromo b es una proteina integral de membrana, dihémica, de caracter
hidréfobo, con una masa de alrededor de 48 kDa. Su estructura secundaria consta de 9
hélices, 8 de las cuales son transmembranales. La hélice restante es Ilo
suficientemente hidrofilica para residir en el lado positivo de la membrana interna
mitocondrial. Los 2 grupos hemo que contiene la proteina estan unidos a ella mediante
4 histidinas. Los hemos se denominan hemo de bajo potencial (b_ 0 bsgs) y hemo de
alto potencial (by 0 bsg2). Respecto a su orientacién espacial, el hemo b, se encuentra
cerca de la superficie positiva de la membrana, mientras que el hemo by se encuentra

cerca del centro de la bicapa lipidica (2).

El citocromo c4 es una proteina de caracter acido, cuya funciéon es conducir los
electrones desde un ambiente hidrofébico hacia la proteina soluble citocromo c. La
proteina se ancla a la superficie electropositiva de la membrana por medio de una
hélice hidrofdbica localizada en su extremo C-terminal, y ademas, posee una serie de

hojas B-plegadas en la region hidrofébica (13).

El flujo de electrones en el complejo Il puede ser bloqueado, por los inhibidores
antimicina A, ilicicolina H y funiculosina, que actuan en el sitio de reduccién de la
quinona (sitio Q;) (44). La antimicina inhibe la transferencia electrénica al unirse al sitio
Qi y bloquear la transferencia de electrones desde el hemo de alto potencial by a la
ubiquinona (14). Los inhibidores del sitio de oxidacion del ubiquinol (sitio Qg) son el
mixotiazol, el cual inhibe parcialmente la oxidacion del ubiquinol en un electrén, y la

estigmatelina, la cual la inhibe completamente.
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Coenzima Q

Dentro del complejo Il se ha propuesto un ciclo de transporte de electrones,
denominado ciclo Q, donde coexisten distintas formas de la ubiquinona. La ubiquinona
(2,3-dimetoxi-5-metil-6-multiprenil-1,4-benzoquinona) también conocida como
coenzima Q es una benzoquinona liposoluble con una cadena lateral isoprenoide
insaturada, es difundible y puede moverse desde las moléculas donadoras a las

aceptoras del transporte de electrones, por lo que es un componente maévil (10, 46).

El ubiquinol es el producto de la reduccion en dos electrones de la ubiquinona. La
principal funcién biolégica de la ubiquinona es el transporte de electrones entre
sistemas transmembranales como los de la cadena respiratoria mitocondrial, donde
funciona como acarreador de electrones desde los complejos | y Il hacia el Ill. En su
estado reducido la ubiquinona funciona como un potente antioxidante, protegiendo a

fosfolipidos, proteinas de membrana y ADN del estrés oxidativo (13).

*** El Ciclo Q

El ciclo Q es el mecanismo por el cual el complejo Il transfiere electrones desde el
ubiquinol hacia el citocromo ¢ y acopla este proceso a la translocacion de protones a
través de la membrana interna mitocondrial. Los detalles del proceso de transporte
electronico son complejos; a grandes rasgos, el ubiquinol cede dos electrones, uno al
centro de Rieske, que lo cede a su vez a un citocromo c para actuar como
transportador hacia el complejo IV, mientras que el otro es reciclado a través del ciclo
Q via los citocromos bsgs y bsgo ¥ de semiquinonas. Este ciclo permite el bombeo de

protones al citosol (10, 13).

Para describir la transferencia de electrones en el ciclo Q es necesario distinguir
dos sitios de oxidacién y reduccién de ubiquinona que se encuentran orientados de
manera opuesta respecto a la membrana interna. El primero de ellos, llamado sitio
quinol oxidasa (Qo) o sitio Qp debido a su proximidad al lado electropositivo de la
membrana, esta formado por la interaccion de la proteina de Rieske y la vecindad del
hemo b del citocromo b. Los inhibidores de este sitio incluyen a la estigmatelina,

hidroxiquinonas y metoxiacrilatos como el mixotiazol y el metoxiacrilato estilbeno. El
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segundo sitio es conocido como sitio quinol reductasa (Q;) o sitio Qn, por su cercania
con el lado electronegativo de la membrana. Estudios con el inhibidor clasico del sitio
Q; antimicina A, han revelado que el sitio Qi se encuentra proximo al hemo by del

citocromo b y esta rodeado por las hélices A, D y E de dicha proteina (13,19).

Las reacciones del ciclo Q ocurren en la siguiente secuencia: en la primera
reaccion del ciclo Q, el ubiquinol es oxidado en el sitio Qo donde se transfieren dos
electrones, uno hacia el grupo Fe-S de la proteina de Rieske y el otro al hemo b (12).
Posteriormente, el dominio extrinseco de la proteina de Rieske gira hacia las
inmediaciones del citocromo c1 para permitir la transferencia del electrén del grupo Fe-
S reducido al hemo c4 oxidado. Al mismo tiempo, dos protones son liberados del sitio
Qo hacia el lado negativo de la membrana. El otro electron proveniente de la oxidacion
de la ubiquinona, es transferido del hemo b. al hemo by, en tanto que este ultimo,
reduce una molécula de ubiquinona a ubisemiquinona en el centro Q;. En la segunda
fase de reacciones, otra molécula de ubiquinona es oxidada en el centro Qo, se liberan

dos protones y se reduce una molécula de ubiquinol (19).

2H*
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Esquema 1.5. El ciclo Q. Explica la transferencia de electrones a través del complejo
citocromo bcy. QH, es el ubiquinol reducido, Q< es la semiquinona formada en el
centro Qo y Q¢ , es la semiquinona formada en el centro Q; ISP es la proteina de
Rieske. También se indican los sitios de union de los inhibidores mixotiazol (Myxo),
estigmatelina (Stig) y Antimicina (Anti). Tomado de (19).
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El resultado neto del ciclo Q es la oxidacion de dos moléculas de ubiquinol, el
bombeo de 4 protones hacia el espacio intermembranal, la reduccién de una molécula

de ubiquinol y el consumo de dos protones del lado de la matriz (13, 30).

1.3.4. Complejo IV. Citocromo c oxidasa

En este complejo, se produce la reduccién tetravalente del oxigeno molecular a
agua. Esta enzima terminal de la CTE cataliza la transferencia de cuatro electrones
provenientes de 4 moléculas de citocromo c reducido y se transfieren a una molécula
de oxigeno molecular (O;), produciendo dos moléculas de agua (H,O) y consumiendo
cuatro protones. La energia libre disponible de esta reaccién esta acoplada a la

translocacién de 4 protones adicionales al espacio intermembrana (10,13).

La citocromo oxidasa une al oxigeno en un centro bimetalico especial, que se
localiza entre un atomo de hierro ligado a un grupo hemo y a un atomo de cobre; el
oxigeno se mantiene unido hasta que se captan un total de 4 electrones; solo entonces

los 2 atomos de la molécula de oxigeno son liberados como 2 moléculas de agua (7).

La citocromo c oxidasa, esta ampliamente distribuida en la naturaleza; se cree
que es la responsable del consumo de mas del 90% del oxigeno en los animales
aerobios. Presenta gran afinidad por el oxigeno, por lo que se piensa que esta
adaptada a condiciones de escasez del mismo. Las unidades cataliticas del complejo
estan codificadas por el ADN mitocondrial, mientras que las estructurales lo estan por

el nuclear (10).

e ESTRUCTURA

El complejo IV es un homodimero, en el cual, la estructura por difraccion de rayos
X de mitocondrias de corazén de bovino, revela que 10 de sus subunidades son
proteinas transmembrana que contienen un total de 28 hélices a extendidas en la
membrana. El nucleo de la enzima esta compuesto de sus tres subunidades mayores

y mas hidréfobas; las subunidades I, Il y 1l (7, 53).
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Este complejo contiene 4 cofactores redox activos: dos atomos de Cu®* que
forman el sitio denominado Cupa, un hemo tipo a y un centro binuclear hemo a3 y un
atomo de cobre conocido como Cug. El centro Cua que se une a la subnidad Il, se
ubica a 8 A arriba de la superficie de la membrana. Sus dos iones cobre se unen por
un puente con los atomos de azufre de dos residuos de Cys. Los otros dos grupos
redox Cug y los citocromos a y az se unen a la subunidad | y se ubican -13A por debajo
de la superficie de la membrana. En estudios espectroscopicos se observd que la
transferencia electronica del complejo IV es lineal dado que procede desde el
citocromo c hasta el centro Cua, luego hasta el hemo a y por ultimo hasta el hemo az y

el Cug; estos grupos rédox forman realmente un complejo binuclear simple (16, 53).

La enzima presenta tres centros metalicos redox inactivos (Mg”, Zn?* y Na®).
Durante el ciclo catalitico, el Cua recibe los electrones provenientes del citocromo ¢
desde afuera de la membrana, y a través del hemo a, son dirigidos hacia el sitio activo
binuclear de union al O, hemo az-Cug. El papel de los sitios metalicos inactivos en la

catalisis se desconoce (13).

La citocromo c oxidasa para el caso de S. cerevisiae esta formada por 7
subunidades polipeptidicas, mientras que en los tejidos animales mamiferos esta
conformada por 13 subunidades que se encuentran alrededor de las tres subunidades
principales formando una Y invertida. Las subunidades I, Il y Il estan codificadas por el
genoma mitocondrial, en tanto que las subunidades restantes estan codificadas en el
ADN nuclear (13, 53).

La reduccion del oxigeno a 2H,O por la citocromo ¢ oxidasa tiene lugar en el
complejo binuclear as-Cug y requiere el ingreso casi simultaneo de cuatro electrones
(53).

El complejo IV es inhibido por cianuro, azida (N3’) y mondxido de carbono. El
cianuro y la azida se unen fuertemente a la forma oxidada del hemo a3 (Fe**) e impiden
la transferencia de electrones desde el hemo a al centro binuclear. Por el contrario el
mondxido de carbono se une a la forma reducida del hemo a3 (Fe *?) competitivamente
con el oxigeno con lo que impide la transferencia de electrones al O, (19).
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Esquema 1.6. Flujo de electrones a través del complej o IV. La transferencia
electronica comienza cuando dos moléculas de citocromo c reducidas donan un
electron cada una al centro binuclear CuA. A continuacion los electrones pasan a
través del hemo a al centro Fe-Cu (citocromo a3 y Cug). El oxigeno se une ahora al
hemo a3 y se reduce a su forma peroxi gracias a los electrones del centro Fe-Cu. La
aportacion de dos electrones adicionales del citocromo c convierte al O, en dos
moléculas de agua, consumiendo cuatro protones “sustrato” de la matriz.
Simultaneamente, se bombean cuatro protones mas desde la matriz por un mecanismo

todavia desconocido. Tomado y modificado de (41).

1.3.5. Citocromo c
El citocromo ¢ es un transportador electrénico hidrosoluble que esta presente en

todos los organismos que contienen una cadena respiratoria mitocondrial, incluyendo

plantas, animales y microrganismos (7).
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El citocromo ¢ es una proteina monomérica esencial para el transporte de
electrones; su papel en la CTE es transferir los electrones entre los complejos Il y IV
(7, 52). El citocromo ¢ puede abandonar el espacio intermembranal e interactuar con
componentes citosolicos, de esta manera estimulando el curso final de la fase de

degradacion apoptética (13).

La proteina es esférica, de aproximadamente 104 a 113 residuos de aminoacidos,
con un peso molecular de 13000 Da y como centro activo tiene un grupo prostético
hemo c unido covalentemente. El caracter hidrofébico del entorno del grupo hemo hace

que el potencial redox del citocromo ¢ sea mas positivo (7).

El citrocromo ¢ contiene un grupo hemo constituido por un anillo porfirinico que
contiene un atomo de fierro y esta coordinado al nitrdgeno de una histidina y a un
atomo de azufre de una metionina. A diferencia del hemo de la hemoglobina, el atomo
de fierro del citocromo c es reversiblemente transformado mediante oxido-reducciones
en su forma férrica (Fe**) y ferrosa (Fe?*). Es capaz de moverse a lo largo de la
membrana para hacer colisiones efectivas entre estos dos complejos, gracias a que se
une débilmente a la cara externa de la membrana interna mitocondrial por fuerzas

electrostaticas (7, 13).

S. cerevisiae en condiciones aerobias contiene dos formas de citocromo c: iso-1-
citocromo c e iso-2-citocromo c, los cuales se encuentran en una proporcion del 95 y

5% respectivamente (13).

1.4. Especies reactivas de oxigeno (ERO) y estrés oxidativo

El O, es uno de los gases mas importantes de la Tierra. Constituye el 21% de la

atmosfera, 89% del peso del agua de mar y al menos 47% de la corteza terrestre (20).

Los organismos aerobios deben mantener un medio redox adecuado para que se
produzcan las reacciones de oxidacion-reduccion durante el metabolismo. Sin
embargo, la reduccion incompleta del O, durante la respiracion permite la formacion de
ERO (11).
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Las ERO son moléculas muy reactivas entre las que se encuentran los iones de
oxigeno, los radicales libres y los peroxidos. Su gran reactividad se debe a que poseen
electrones desapareados que les hace reaccionar con otras moléculas organicas en

procesos de oxido-reduccion (31).

El O, posee dos electrones no apareados, cada uno localizado en un orbital p;
los electrones no apareados poseen giros paralelos, de tal manera que para que el O,
oxide otro atomo o molécula, éste tendria que aceptar un par de electrones con giro
(spin) contrario o aceptar un solo electréon a la vez. Si un solo electron se adiciona al
O, éste se localizara en uno de los orbitales p y el producto sera el radical superoxido
(027) (20).

El O, tiene una vida media corta y es poco reactivo. Su inestabilidad se debe a
que la reaccion de dismutacion del O," a peréxido de hidrégeno (H.O2) es muy
favorable. Esta dismutacién puede ser espontanea o catalizada por el enzima
superoxido dismutasa. Aunque la mayoria del peroxido de hidrogeno producido en
células eucariontes proviene de la reaccidon de dismutacidon, éste también puede

formarse a partir de la reduccién directa del oxigeno con dos electrones (7).

A través de la reduccion directa del Oy, con la adicion de un electron mas al
superoxido O," se produce el perdxido de hidrogeno (H20,). Al contrario del O;”, el
H>0O2 no es un radical libre, es una molécula mucho mas estable y es un oxidante débil
(20). En contraste con la impermeabilidad de las membranas bioldgicas al O,™, el H,0,
puede difundir a través de ellas. La reaccion del H;O, con algunos metales de
transicion como el fierro o el cobre reducidos (Fe?* o Cu*) a través de la reaccién de
Fenton da lugar a la formacion del radical hidroxilo (HO") el radical libre con la mayor

reactividad conocida (13).
. Fe"+H0, —» Fe +20H

El radical hidroxilo es considerado uno de los radicales mas dafinos para la

célula, es una molécula extremadamente reactiva y téxica. Puede reaccionar con
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acidos grasos poliinsaturados produciendo los radicales alcoxil (RO-) y peroxil (ROO-)

(7).

Oz i 02 Oxigeno singlete
1 (forma excitada)

OH'  Radial hidroxilo
e H
H,0
Esquema 1.8. Reduccién secuencial de la molécula de oxigeno para producir
ERO. Tomado de (49).

La produccion de las ERO puede aumentar en casi cualquier situacion patoldgica
como la diabetes mellitus, arterioesclerosis, el cancer, las cataratas, insuficiencia renal
aguda, cronica y dialisis, artritis, Parkinson, enfermedad de Alzheimer, hipertension
arterial, enfermedades autoinmunes, cirrosis, insuficiencia hepatica y hepatopatia
alcohdlica por mencionar algunas. En un individuo sano hay una producciéon celular
baja pero continua de ERO de alrededor del 0.5% (2).

Las ERO son altamente electréfilas y atacan continuamente sitios de alta
densidad o inestabilidad electronica causando dafios a macromoléculas como el ADN,
ARN, proteinas, y los dobles enlaces en los acidos grasos poliinsaturados, alterando su
estructura y, por tanto, sus funciones normales dentro de la célula desorganizando

procesos Y tejidos (10).

Las ERO se generan endogenamente en las células, no sélo como consecuencia

de la reduccion incompleta del oxigeno a agua durante la respiracion, sino también en
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otros procesos metabdlicos como la B-oxidacion de acidos grasos, por exposicion a
fuentes de radiacion ionizante, luz, drogas y quimicos de reciclaje redox o a metales
pesados e incluso por sistemas enzimaticos que las sintetizan como producto de su
catalisis como por ejemplo. la familia de enzimas NADPH oxidasas (11). A pesar de las
condiciones prooxidantes de la vida aerdbica los organismos son capaces de
mantener un ambiente redox intracelular reducido. Sin embargo, si la concentracion de
las ERO sobrepasa la capacidad celular para eliminarlas, se produce un estado de
estrés oxidativo. Para contender con el estrés oxidativo y proteger los componentes
celulares al mantener un adecuado ambiente redox dada la inherente exposicion a las
ERO, los organismos constantemente detectan y se adaptan a cualquier perturbacion
mediante distintos sistemas defensivos antioxidantes conformados por sistemas

enzimaticos y no enzimaticos (20).

Los sistemas enzimaticos mas importantes son las isoformas de la superdxido

dismutasa, la catalasa, la glutation peroxidasa, entre otros (41).

Dentro de los antioxidantes exdgenos o no enzimaticos se encuentran las
vitaminas E y C, lobetacarotenos, los flavonoides y los licopenos, los cuales se

incorporan al organismo mediante la dieta (56).

1.5. La mitocondria como la principal fuente de ERO

La principal fuente de ERO en células no fagociticas es la mitocondria. Datos
cuantitativos, obtenidos de mitocondrias aisladas, sugieren que alrededor del 2-6% del
consumo de oxigeno se destina a la produccion de Oz, y el 80% de éste se genera en
la mitocondria a nivel de la CTE (2). El O, actua como aceptor final de los electrones el
complejo IV. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, la reduccién incompleta del
oxigeno puede darse a nivel de los complejos | y Ill, que pueden catalizar

transferencias de uno o dos electrones, con la consiguiente generacion de ERO (17).
La inhibicion quimica de los complejos | y Il causa un incremento muy marcado

en la formacion de ERO por lo cual, cualquier alteracién en la funcién de la CTE puede

ser dafina para la célula (14).
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La generacion de O, en el complejo Il se debe a la fuga de electrones, en el sitio
Q; del complejo Ill.La generaciéon de ERO aumenta por inhibidores del sitio Qi como la
antimicina A, debido a la inhibicion de la reoxidacion de los grupos hemos del
citocromo b que dan lugar a la aparicion de reacciones colaterales al ciclo Q que estan
mejor favorecidas desde el punto de vista termodinamico que las reacciones
catalizadas por el ciclo Q y que son responsables de la reduccién parcial del O, a O,
(15).

El Oy generado puede liberarse al espacio intermembranal a través de poros en
la membrana ya que no es capaz de atravesar las membranas biolégicas. La
localizacion de la superdxido dismutasa de Cu-Zn (SOD2) en la matriz mitocondrial y el
espacio intermembranal permite la conversién del O,” a H,O, que si es capaz de

atravesar las membranas biolégicas alejandose de su lugar de produccion (13).

La generacion de ERO por la mitocondria depende exponencialmente del
potencial de membrana. Cuando éste es elevado, se produce una disminucién del flujo
de electrones a través de la CTE, lo que favorece las reducciones incompletas del
oxigeno y la consiguiente formacién de ERO. Asi, aquellos factores que disminuyen el
potencial de membrana, como los desacoplantes quimicos o las UCPs parecen tener la

capacidad de disminuir la produccién mitocondrial de ERO (17).

8-ox0dG
e
NADH 8-0x0dG
i mioNA §V0 C-‘lf"iiemem:os Matriz
(l ‘) de mtDNA
(€] &R MDA e
Fnsl yotros r‘l.yl-m \ Ya 03
0, cil \ Lys-MDA
e P . OO
l Yo o O Y i c - EV "Eﬁj
B3 g H.0
H.0, Espacio :
Intermembrana

Esquema 1.9. Principales puntos de produccionde ERO enlacad ena

respiratoria. Tomado y modificado de (27).
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1.6. La peroxidacion de lipidos (lipoperoxidacion)

Los lipidos poliinsaturados son las macromoléculas mas susceptibles al dafio
oxidativo por ERO. El radical O,” y el H;O,, aunque carecen de la reactividad
necesaria para atacar a los lipidos, en presencia de metales de transicion generan un
dano importante en las membranas a través de la formacion de radicales OH'. La
peroxidacion lipidica altera las membranas biolégicas provocando un aumento del
orden y viscosidad, asi como descensos en su resistencia eléctrica. También facilita el
intercambio de fosfolipidos entre las monocapas e incrementa los entrecruzamientos

con proteinas, lo que disminuye la movilidad lateral (15).

La accion de las ERO sobre los lipidos tiene lugar fundamentalmente sobre los
acidos grasos poliinsaturados, lo que provoca su peroxidacién generando pérdida de la
flexibilidad y de las funciones secretoras asi como la ruptura de los gradientes i6nicos

transmembrana (16).

La lipoperoxidacidén es una consecuencia natural de los procesos metabdlicos en
la célula, que ocurre tanto en plantas como en animales. Involucra reacciones de
iniciacidon, propagacion, y terminacion, la formacién y propagacion de radicales de
lipidos, el consumo de oxigeno, un rearreglo de los dobles enlaces de los lipidos
insaturados y la eventual destruccion de los lipidos de la membrana, produciendo una
gran variedad de productos de degradacion, incluyendo alcoholes, cetonas, aldehidos
y otros. El mecanismo de la lipoperoxidacion se ilustra en la siguiente figura. Inicia con
la remocion de un atomo de hidrogeno de un acido graso insaturado (1), lo que da por
resultado la formacion del radical lipidico (2). El rearreglo de las dobles ligaduras
produce dienos conjugados (3). El ataque por oxigeno molecular produce un radical
peroxilo (4), el cual puede remover un atomo de hidrégeno de un lipido adyacente para
formar un hidroperdxido lipidico (5), o un endoperdxido lipidico (6) que a su vez
conduce generalmente a la formaciéon de malondialdehido (MDA) como producto de
degradacion en acidos grasos insaturados que contengan al menos tres dobles

enlaces metilénicos interrumpidos (7). La medicidon o cuantificacion del malondialhido
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(MDA), se ha usado como un indicador de la lipoperoxidacion y ésta a su vez se ha

usado como un parametro indicador de estrés oxidativo en células y tejidos (43).
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Esquema 1.10. Proceso de la peroxidacién lipidica. Tomado de (43).

Los productos finales del proceso de peroxidacién lipidica entre los que se
incluyen los hidrocarburos volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del
lugar donde se originaron y causar edema celular e influir en la permeabilidad vascular,
inflamacion y quimiotaxis. Estos productos pueden alterar la actividad de la fosfolipasa
e inducir la liberacion del acido araquidénico y la subsecuente formacion de

prostaglandinas y distintos endoperoxidos (37).

La incorporacién de C18:3 aumenta la sensibilidad de las mitocondrias de
lipoperoxidacion, que se explica en vista de que la sensibilidad de los acidos grasos a
la peroxidacion depende del numero de dobles enlaces contenidos en la cola
hidréfoba; a mayor numero de dobles enlaces mayor susceptibilidad a la peroxidacion
(16).

Durante el estrés oxidativo, uno de los principales blancos de dano oxidativo por
ERO son las colas hidrofébicas insaturadas que componen a los lipidos de las
membranas mitocondriales. El estrés oxidativo inducido por la generacion de radical
hidroxilo favorece la peroxidacion de lipidos de membrana produciéndose una
disminucién en el contenido de ubiquinona, lo que limita tanto el flujo de electrones

entre los complejos |, Il y Il asi como sus actividades cataliticas. Los complejos | y Il
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sufren una disminucién en su actividad asociada con una disminucién en el contenido
de cardiolipina, por lo que los dafios en estos complejos son atribuidos a la oxidacion

de este fosfolipido (38).

Por lo tanto, la peroxidacion de las membranas mitocondriales afecta a los
componentes proteicos de la CTE que se encuentran embebidos en ellas, lo cual
podria inhibir la sintesis de ATP, el transporte de metabolitos e iones o el bombeo de
protones provocando el colapso de la célula. De acuerdo a lo anterior, la vulnerabilidad
de la CTE a la inhibicién por el ataque de ERO podria ser atenuada al disminuir el

grado de insaturacion de los acidos grasos de las membranas lipidicas (16).

La composicion de los acidos grasos de las membranas celulares juega un papel
muy importante en la peroxidacion lipidica y puede intervenir en la determinacion de la
longevidad maxima. Asi, un menor grado de insaturacion de los acidos grasos en las
membranas, particularmente en la membrana mitocondrial interna, podria ser ventajoso

y resultar en una disminucion en su sensibilidad a la peroxidacion lipidica (15).

Diversas investigaciones han identificado a la peroxidacion de lipidos como el
principal factor en el dafio de la CTE por ERO. El incremento en la formacion
mitocondrial de ERO puede resultar de los efectos de las ERO sobre los acidos grasos

de membrana a través de alteraciones en la CTE (16).

1.7. Teoria del envejecimiento por radicales libres

El envejecimiento es la acumulacién progresiva de cambios con el tiempo que
reducen la capacidad del individuo para enfrentarse al estrés disminuyendo asi sus

posibilidades de supervivencia (25).

En 1956 Harman propuso la teoria del envejecimiento por radicales libres en, en
la cual sugiere que los radicales libres producidos en la mitocondria durante la
respiracion aerobia causan dafio oxidativo que se acumula, y resulta en una pérdida
gradual de los mecanismos homeostaticos, en una interferencia de patrones de
expresion génica y pérdida de la capacidad funcional de la célula y tejidos, lo que

conduce al envejecimiento y a la muerte (2, 11).
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Existe una interrelacion entre la generacion de oxidantes, la proteccion
antioxidante y la reparacion del dafio oxidativo. La expectativa de vida puede ser
aumentada al disminuir el grado de los fendmenos oxidantes. Esto se ha propuesto por
algunos investigadores que se lograria con la mejoria de los habitos higiénico-

dietéticos y con el aumento de las defensas antioxidantes (11).

Las ERO generadas pueden producir dafio tanto a la membrana interna de la
mitocondria como a los componentes de la CTE o al ADN mitocondrial, lo que
incrementa mas la produccién de ERO y consecuentemente mas dafo a la mitocondria
e incremento del estrés oxidativo por aumentar la produccion de oxidantes (10). Esto
produce cambios con el tiempo, se compromete la formacion de ATP vy la sintesis de
proteinas. Existen multiples evidencias que corroboran la importancia de la disfuncion
mitocondrial en la patogénesis de la destruccién celular que causa envejecimiento, y es

el estrés oxidativo el principal inductor de esas alteraciones (11).

Miquel y colaboradores propusieron en 1980 la teoria mitocondrial, que liga al
envejecimiento celular a un dafio producido por el estrés oxidativo a nivel mitocondrial.
Esta teoria sugiere que la senescencia es el resultado del dafo ocasionado por las

ERO especificamente al genoma mitocondrial en células post-mitéticas (49).

Sohal y colaboradores en 1990, demostraron que las mitocondrias de animales
en edad avanzada producen mayor cantidad de ERO que los animales jovenes. Es
decir, existe una relacion inversa entre la produccion mitocondrial de perdxido de
hidrégeno y la longevidad en los mamiferos. Estos resultados apoyan la hipétesis de
que la velocidad en la generacion de oxidantes por las mitocondrias, es un factor critico

en el envejecimiento. (2).

Al parecer, ademas de que la velocidad en la produccion de oxidantes por la
mitocondria es un factor determinante en el proceso del envejecimiento, el dafo
oxidativo sobre la mitocondria esta involucrada también en la pérdida de funciones
celulares (respiracion, metabolismo, etc.). También, se ha observado que la actividad
respiratoria de las mitocondrias de higado, musculo y cerebro de rata disminuye
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conforme avanza la edad, asi como también el potencial de membrana mitocondrial
(13, 27).

Existen numerosas evidencias que sustentan las teorias del envejecimiento,
aunque la mayoria no son mutuamente excluyentes; es mas, todas o algunas pueden
operar de forma simultanea. La opinion dominante entre los gerontdlogos es que el
envejecimiento es un fendmeno multicausal; lo que no excluye la existencia de una
causa fundamental que tenga una expresion pleiotropica, es decir, que pueda producir

numerosos cambios secundarios y terciarios (11).

Estudios recientes han desafiado esta teoria, demostrando que, en algunos
casos, la longevidad se ve reforzada por la inactivacion de las defensas de estrés
oxidativo o se correlaciona con un aumento, en lugar de disminuir las especies

reactivas del oxigeno y el dafio oxidativo (33).

Con el desarrollo de la vejez, las acciones de las especies reactivas de oxigeno y
de otras ERO son mucho mas perjudiciales, porque con el envejecimiento los sistemas
antioxidantes se ven disminuidos y por tanto existe una mayor probabilidad de que las

especies radicales ejerzan su accion sobre sus moléculas blancos (57).

Existen numerosas enfermedades asociadas con la edad que estan involucradas
al estrés oxidativo por ERO, como lo son el cancer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Lou Gering, cataratas, diabetes mellitus, la
hipertension, enfermedades cardiovasculares, la esclerosis lateral amiotrofica entre

muchas otras.(2, 57).

1.8. El envejecimiento y el grado de insaturacion de los acidos grasos que

componen las membranas.

Ademas de la produccion mitocondrial de ERO, existe un segundo parametro
relacionado con el estrés oxidativo que también se correlaciona con la longevidad
maxima: el grado de insaturacion de los acidos grasos presentes en las membranas

celulares. Estudios anteriores demuestran que el niumero total de dobles enlaces de los
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acidos grasos correlacionaba negativamente con el tamafo corporal en los mamiferos

(4).

Las aves tienen en sus membranas un indice de insaturacién inferior en sus
lipidos que los mamiferos; esta insaturacion inferior en las aves esta relacionada con
una longevidad mayor, una menor tasa metabdlica y menor produccion de ERO

mitocondrial en las aves en comparacién con los mamiferos de tamafio similar (26).

Los acidos grasos insaturados son las macromoléculas mas sensibles al dano
inducido por los radicales libres que existen en las células, debido a la presencia de
electrones muy inestables junto a sus dobles enlaces. Ademas, su sensibilidad a la
peroxidacion lipidica aumenta exponencialmente conforme sube el numero de dobles

enlaces por molécula (27).

Por lo tanto, el bajo indice de dobles enlaces en musculo cardiaco, en el musculo
esquelético, en el rindn y en el higado de los animales longevos protegeria a sus
tejidos frente a la peroxidacion lipidica de forma constitutiva tanto si tienen tasas
metabdlicas bajas (como los mamiferos de gran tamafo corporal) o altas (como las
aves). Este bajo grado de insaturacion de los animales longevos no se debe a la dieta
(un factor exdgeno), se trata de un parametro regulado homeostaticamente a un nivel

distinto encada especie segun cual sea su longevidad maxima (4).

Un menor grado de insaturacion de los acidos grasos que componen las
membranas mitocondriales aumenta el tiempo de vida maximo de las especies
animales debido que son mas resistentes al estrés oxidativo por ERO preservando las
funciones mitocondriales en el envejecimiento. De igual manera, los animales que
tienen un indice peroxidacién de lipidos menor tienen una mayor longevidad en

comparacion a los animales con un indice de peroxidacion mayor (26).
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Esquema 1.11. Muestra la relacion que tiene el grado de insaturacion de los lipidos
que componen de las membranas celulares con la suceptibilidad a la lipoperoxidacion y

la esperanza de vida de la célula. Tomado y modificado de (27).

1.9. S. cerevisiae como modelo de estudio en el envejecimiento.

Los primeros estudios de envejecimiento en levadura datan de hace mas de 50

afos, cuando se demostrd su capacidad finita de division (28).

S. cerevisiae se ha convertido en un modelo de estudio en el que se han descrito
dos tipos de envejecimiento, el cronologico y el replicativo. El envejecimiento
cronoldgico se define como la capacidad de un cultivo de mantener su viabilidad en el
transcurso de la fase estacionaria, mientras que el envejecimiento replicativo se define
como el numero de células hijas que una célula madre puede generar durante toda su
vida (42).
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Los dos modelos de envejecimiento en levadura han contribuido de manera
importante al descubrimiento de diversos genes e intervenciones no genéticas que
alteran la longevidad, asi como de una variedad de vias de sefalizacion que también

participan en el envejecimiento de seres vivos mas complejos (23).

Las levaduras también han facilitado el estudio de varios procesos celulares
relacionados con el envejecimiento, por ejemplo, el estrés oxidativo, comun en los
organismos y que especificamente en el humano provoca un desequilibrio relacionado
con varias enfermedades, como la arteriosclerosis, el Parkinson y el Alzheimer.
Ademas, aunque resulte sorprendente, una gran variedad de estudios han demostrado
que desde las levaduras hasta el humano, el envejecimiento comparte vias

moleculares similares (39).

Las mitocondrias de la levadura S. cerevisiae representan un modelo ideal para la
investigacion del envejecimiento porque las membranas de levadura son resistentes a
la lipoperoxidacion permitiendo la investigacion de los efectos del estrés oxidativo
ocasionado por las ERO en la CTE, la sensibilidad de la levadura a la lipoperoxidacion
se puede aumentar mediante la manipulacion del contenido de acido graso membranas
(16).

1.10. Acido a-linolénico

El Acido a-linolénico (C-18:3) es un &cido graso esencial poliinsaturado de

cadena larga (6).

Los acidos grasos poliinsaturados esenciales son de vital importancia debido a:
1) Son necesarios para la estructuracion y la correcta funcionalidad de las
membranas celulares.
2) Son indispensables para el crecimiento de los tejidos y los 6rganos internos,
destacando el sistema nervioso, la piel, la retina y los tejidos vinculados con la

reproduccion.
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3) Son precursores de otros acidos grasos tales como el acido araquiddnico

(precursor de las prostaglandinas) (6).
Acida odinoienco (C18:3)

1))
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Esquema 1.11. Estructura del acido a-linolénico (C18:3). Tomado de (45).

1.9. Composicién de acidos grasos en las membran as biolégicas de S.

cerevisiae.

La membrana de S. cerevisiae esta constituida principalmente de acidos grasos
monoinsaturados como el acido oleico (C18:1, 40.9%) y acido palmitoleico (C16:1,
23.5%) y en menor proporcion de los acidos grasos saturados acido palmitico (C16:0,
21.7%) y acido oleico (C18:1, 13.9%). Estudios anteriores han demostrado que las
células crecidas en presencia de C18:3, convierten este acido graso en el principal
constituyente (92.9%) de las membranas en general, incluyendo la mitocondrial,
mientras que la concentracién de acidos grasos saturados C16:0 y C18:0 disminuye a
2.9% y 2.2% respectivamente; y en el caso de los acidos grasos monoinsaturados, solo
se detecta una concentracién de 0.72% de C16:1 y 1.15% de C18:1. Asimismo, se
demostré que la incorporacion de C18:3 aumento la sensibilidad de las levaduras al
estrés oxidativo al disminuir su viabilidad en presencia de Fe?*, un generador de ERO,
lo cual fue asociado a una mayor sensibilidad de los complejos Il y IV de la F1Fo ATP
sintasa al estrés oxidativo debido a un dafio atribuido a la peroxidacion de los lipidos
de membrana, lo cual a su vez fue asociado con una mayor produccion de ERO en el
complejo Il debido a un defecto en la transferencia de electrones hacia el citocromo b
durante el ciclo Q (14, 16).
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2. JUSTIFICACION

Diversos estudios han mostrado una correlacion inversa entre la longevidad de
diversas especies animales y el grado de insaturacidon de los acidos grasos de
membrana mitocondrial (34, 37), lo cual ha llevado ha sugerir que la proporciéon de
acidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas mitocondriales podria ser
uno de los principales factores que determina la longevidad y que lo anterior podria
estar relacionado con un aumento en la susceptibilidad de las membranas
mitocondriales al dafio oxidativo y una mayor formacién de ERO. Sin embargo, estos
estudios han sido correlativos y existe controversia al respecto, dado que se ha
propuesto que el uso arbitrario de sustratos para medir la produccién de ERO, la
relacion de acidos grasos n-3/n-9 y las diferencias en peso corporal entre las especies
estudiadas podrian tener un peso mas importante en la longevidad que el grado de
insaturacién de las membranas mitocondriales. Asimismo, se ha propuesto que la
produccion de ERO mitocondrial detectada en modelos experimentales de
envejecimiento procede del dafo en las membranas durante el proceso de preparaciéon
de las células y no por la fuga de electrones debido al dafio en la CTE (48). Un modelo
que permitiria sortear las controversias anteriormente sefaladas es la levadura S.
cerevisiae, ya que su cultivo por periodos prolongados se ha considerado un modelo
del proceso de envejecimiento de tejidos post-mitéticos de mamiferos. Asimismo,
debido a que sus membranas consisten unicamente de acidos grasos saturados vy
monoinsaturados, los cuales son resistentes a la peroxidacion, y a que su composicion
puede ser facilmente enriquecida con acidos grasos poliinsaturados, esto permite
discriminar los procesos asociados con el envejecimiento que son dependientes de la
presencia de acidos grasos poliinsaturados susceptibles a la peroxidacion de aquellos

que son independientes del dafio oxidativo en lipidos de membrana (37).

3. HIPOTESIS

El aumento en el grado de insaturacion de las membranas de S. cerevisiae
acelera su envejecimiento cronolégico en asociacidon con una disminucion de la

funcionalidad de los complejos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la incorporacién de un acido graso poliinsaturado a las membranas
de S. cerevisiae acelera su envejecimiento cronolégico en asociacion con una

disminucién en la actividad de los complejos de la CTE.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar si la incorporaciéon del C18:3 acelera el envejecimiento cronoldgico de

S. cerevisiae.

2. Evaluar si el C18:3 disminuye la actividad de los complejos de la CTE durante

el envejecimiento cronoldgico.

5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Reactivos
Los reactivos utilizados fueron de grado reactivo, adquiridos de Sigma Chemical

Co (St. Louis, MO. USA.), excepto por la zymoliasa 20T, que fue adquirida de ICN
Biomedicals. Inc (Aurora, OH. USA).

5.2. Material Biolégico

Se utilizd la cepa diploide industrial “Yeast Foam” de tipo silvestre de

Saccharomyces cerevisiae.
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5.3. Siembra de Células de S. cerevisiae e inducciénd el envejecimiento

cronolégico

Las células de la levadura fueron crecidas con una asada en medio YPD
(Extracto de levadura 1%, Peptona 2% y Dextrosa 2%) en condiciones aerdbicas a 28-
30°C en agitacion orbital constante a 180 rpm; a las 24 horas fueron resembradas en
500 y 1000 ml a una densidad o6ptica (DO) de 0.03 a 600 nm en medio YLAC (0.12%
de (NH4),S0O4, 0.1% de extracto de levadura, 2% de DL-lactato, pH 5.0 con NaOH) y en
medio YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona 2% y Dextrosa 2%). Una vez alcanzada
la fase estacionaria, las células fueron mantenidas en su medio de cultivo durante 6

(células “jovenes”) y 28 (células “envejecidas”) dias.

5.4. Manipulacién del contenido de acidos grasos de la levadura

El contenido de acidos grasos de S. cerevisiae fue modificado mediante la
metodologia descrita por Cortés-Rojo et al. (15, 16), mediante la adicion de 1 mM de
acido a-linolénico (acido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico, a-C18:3%'>"° pureza
299%, adquirido de Sigma Chemical) disuelto en Igepal CA-630 previo a la inoculacién

del medio YLac y YPD como se ha descrito anteriormente.
5.5. Evaluacion del envejecimiento cronolégico

5.5.1. Determinacion de la viabilidad celular en placa. La viabilidad de las células de
S. cerevisiae se determind mediante el conteo de colonias crecidas en placas de YPD
solido a diluciones seriadas de 10" hasta 10”. Primero se realizd una dilucién con 1950
pl de agua y 50 pl de medio de cultivo inoculado (YPD y YLac control y con acido
linolénico), se cargd una alicuota de la dilucion en una camara de Neubauer y se
cuantificd el total de levaduras en cuatro de las cinco cuadriculas de la camara.
Posteriormente se calcul6 la cantidad de medio inoculado que se colocaria en cada

dilucion con la razoén:

Numero de células/ul de medio= numero de células en dilucion 1:40 X40 X100)

36



EFECTO DEL ACIDO ALFA-LINOLENICO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LOS COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO CRONOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae

Las diluciones seriadas se realizaron a partir de un volumen del cultivo
equivalente a 8 millones de células. La cantidad de medio estéril a agregar a cada
dilucion se calcul6 restando el volumen del medio inoculado para completar 1000pl.
Posteriormente se realizaron las diluciones seriadas desde 10" hasta 10, colocando
primero en cada tubo el volumen de medio estéril y a continuacién el volumen de medio
inoculado correspondiente en la primera dilucién y tomando la correspondiente alicuota
de la diluciéon anterior para realizar las diluciones posteriores. Después las diluciones se
sembraron en medio nutriente solido YPD (extracto de levadura 0.1%, peptona 0.2%,
agua destilada al 9%, agar bacteriolégico 0.2%, solucion de dextrosa 20%, pH 6.5) y se
colocaron en una incubadora durante 3 dias a 28°C; todo este proceso se realizd en
condiciones estériles. Por ultimo, se cuantificé el nUmero de colonias crecidas en cada

caja.
5.6. Aislamiento de mitocondrias de S. cerevisiae.

Las mitocondrias se aislaron de acuerdo con el método reportado por Guérin (24).
Las células se lavaron 3 veces con agua desionizada a 5000 rpm por 5 min a 25 °C
utilizando el rotor JA-10 de una centrifuga Beckman-Coulter Avanti J-E. El peso seco
de las células se calculé6 mediante la relacion: peso seco=peso humedo/4. Después se
resuspendieron en medio SH (Tris 0.1 M, B-mercaptoetanol 0.5 M, pH 9.3 con NaOH)
con agitacion constante y moderada a 70rpm durante 15 minutos a 30°C para
posteriormente lavarlas 3 veces por centrifugacion a 5000 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente con medio de lavado KCI-Tris (KCI 0.5M, tris 10 mM, pH 7 con
HCI).

Las células se resuspendieron en medio de digestién (sorbitol 1.35 M, EGTA 1
mM, fosfato disédico 30 mM, fosfato monosddico 30 mM, acido citrico 10 mM, pH 5.8) a
razon de 10 mL por cada gramo de peso seco de levaduras. Para el rompimiento de la
pared celular se agregé 10 mg por cada gramo de peso seco de la enzima zymoliasa
20T (ICN Biomedicals Inc; Aurora, OH. USA) y se incubaron aproximadamente 60
minutos a temperatura ambiente. La formacion de esferoplastos se evalué midiendo la
disminucién de la DO a 600 nm. contra agua en un espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda 18. La incubacién con la zymoliasa se detuvo en el momento en que la
densidad oéptica de una dilucion de las células con agua 1:100 fue igual a la D.O. de

37



EFECTO DEL ACIDO ALFA-LINOLENICO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LOS COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO CRONOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae

una dilucion 1:1000 determinada al inicio de la incubacién. Los esferoplastos (células
sin pared celular) fueron lavados 3 veces con buffer de lavado de protoplastos (sorbitol
0.75 M, manitol 0.4 M, Tris-maléico >10 mM, albumina sérica de bovino 0.2%, pH 6.8)
mediante centrifugacién por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C utilizando el rotor JA-20 de
la centrifuga Beckman Coulter Avanti J-E. Los esferoplastos se rompieron por un
proceso mecanico utilizando el precipitado del ultimo lavado para resuspenderlo en un
vaso de Potter con un volumen de 30 mL de medio de homogenizacion (Manitol 0.6 M,
tris-maleico 10mM, EGTA 2 mM, albumina sérica de bovino 0.2%, pH 6.8) por cada 2.5
g de peso seco de levaduras, homogenizando manualmente 20 veces con un vastago

de teflon apretado evitando la formacién de burbujas.

Posteriormente, el homogenado se centrifugd a 2500 rpm por 10 min a 4°C; el
sobrenadante obtenido se centrifugd a 12000 rpom 10 min. para después resuspender el
precipitado en poco volumen de medio de recuperacion de mitocondrias (Manitol 0.6 M,
tris-maleico 10mM, EGTA 2 Mm, pH 6.8) utilizando un homogenizador de vidrio con
vastago flojo. A continuacién se centrifugd a 2500 rpm 10 minutos 4°C descartando la
pastilla y centrifugando nuevamente a 12000 rpm. El precipitado obtenido fueron las
mitocondrias aisladas, las cuales se resuspendieron y homogenizaron con un pincel en
un poco de buffer de recuperacion de mitocondrias. Por ultimo se tomaron alicuotas de
200 pl y se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su

posterior utilizacion.

5.7. Determinacién de la actividad de los complejos respiratorios

Se determind espectrofotométricamente la actividad enzimatica de los complejos
de la CTE de acuerdo con la metodologia descrita por Cortés-Rojo (17). Las
mitocondrias se permeabilizaron mediante su resuspensién en un volumen de 2 ml de
buffer de rompimiento de mitocondrias (0.1 M KCI, 0.01M MgCl;, 0.01 M trizma base pH
7.5) al cual se le adicioné 20yl del detergente Triton X-100 al 1%; esta solucion se
agité durante 3 ciclos de 5 segundos en un vortex. Posteriormente, esta solucién se
centrifugd a 12400 rpm por 15 min a 4° C y se resuspendié en amortiguador de fosfato
de potasio 50 mM a pH 7.6. La concentracion de proteina fue determinada por el

método de Biuret modificado (22) utilizando como estandar albumina bovina sérica.
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I. Actividad del Complejo Il (Succinato deshidrogenasa).

La actividad enzimatica de este complejo fue medida monitoreando la reduccion
secundaria del colorante 2,6, diclorofenilindofenol (2,6 DCPIP) (16), en una mezcla de
reaccion con amortiguador de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.6, 80 uM de 2,6 DCPIP
y 0.3 mg/ml de proteina mitocondrial en un volumen final de 1 ml. Las mitocondrias
fueron incubadas a temperatura ambiente 5 min. antes del ensayo con 1 ug de de
antimicina A y 0.75 mM de KCN para inhibir las actividades complejo Il y del complejo
IV, respectivamente. La reaccién fue iniciada por la adiciéon de 10 pyl de succinato 10
mM y el cambio en la absorbencia fue medido en un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 18 a 600. La velocidad de reduccion del 2,6 DCPIP fue calculada de la
pendiente del trazo de absorbencia usando el coeficiente de extincion molar de 21mM"
'em™ para el 2,6 DCPIP. La actividad enzimatica fue calculada substrayendo la tasa de
reduccién inespecifica del DCPIP en ausencia de succinato a la tasa de reduccion del

DCPIP estimulada con succinato.

Il. Actividad del Complejo lll (succinato citocromo c oxidorreductasa).

La actividad de este complejo fue determinada a temperatura ambiente
evaluando la reduccién del citocromo c sensible a antimicina A en una mezcla de
reaccion que contenia amortiguador de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.6, 1.5 mg de
citocromo ¢ de corazdn de bovino y 0.1 mg/ml de proteina mitocondrial en un volumen
de 1 ml. Las mitocondrias se incubaron 5 min. antes del ensayo con 0.75 mM de KCN
para inhibir la actividad del complejo IV. La reaccion fue iniciada por la adicion de 10
mM de succinato. Después de 90 segundos, la reaccion fue detenida por la adicion de
1ug de antimicina A. El cambio en la absorbencia fue medido en un espectrofotdmetro
de Perkin Elmer Lambda 18 a 550 nm. La velocidad de reduccion de citocromo c se
calculé a partir de las pendientes de los trazos de absorbencia usando el coeficiente de
extincion molar de 19.1mM™" cm™ del citocromo c. La reduccién de citocromo ¢ sensible
a antimicina se calcul6 restando la actividad en presencia de succinato y antimicina a la

actividad estimulada Uunicamente con succinato.
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M. Actividad del Complejo IV (citocromo c oxidasa).

La actividad del complejo IV fue monitoreada espectrofotométricamente a
temperatura ambiente mediante la oxidacién del citocromo ¢ reducido en una mezcla
de reaccion que contenia amortiguador de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.6, 0.75 mg
de citocromo ¢ reducido con ditionita y 0.03 mg/ml de proteina mitocondrial en un
volumen de 1 ml. Las mitocondrias se incubaron 5 min. antes del ensayo con 10 ul
antimicina A 1 ug para inhibir la actividad del complejo Ill. La reaccién fue iniciada por
la adicion del citocromo ¢ reducido e inhibida por la adicién de 0.75 mM de KCN. El
cambio en la absorbencia fue medido en un espectrofotdmetro Perkin- Elmer Lambda
18 a 550 nm. La oxidacién del citocromo c sensible a cianuro fue calculada restando la
actividad en presencia de cianuro y citocromo ¢ a la actividad estimulada unicamente

con citocromo c.
5.8. Procesamiento estadistico

Los resultados se expresaron como la media * el error estandar de al menos tres
experimentos independientes. La significancia estadistica de las diferencias entre las
medias (p<0.001, p<0.01 y p<0.05) se determinaron mediante la prueba t de Student

con el programa de computadora Sigma Plot Versién 10.0 (SPSS Inc).

6. RESULTADOS

Para incrementar la susceptibilidad de S. cerevisiae hacia el estrés oxidativo, las
células fueron enriquecidas con acido a-linolénico (C18:3) para estimular su
incorporacion en los lipidos de membrana y aumentar el grado de insaturacion de la
misma. En un estudio paralelo, se determind que el crecimiento con C18:3 en medio
YPD induce una incorporacion de este acido graso en las membranas mitocondriales
de 31.85y 30.87% a los 6 y 28 dias de envejecimiento, respectivamente, mientras que
en medio YLAC, la incorporacion de C18:3 fue de 8.15 y 22.99% a los 6 y 28 dias,
respectivamente (1).
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6.1. Efecto de la adicion de C18:3 en el envejecimiento cronolégico.

Con el objetivo de conocer el efecto de la incorporacion del C18.3 sobre el
envejecimiento cronolégico de la levadura, se evalud la viabilidad celular en los medios
de cultivo liquidos YPD y YLac a través del conteo de colonias crecidas en placas de

YPD solido durante 6 y 28 dias de envejecimiento.

En el panel A de la figura 1 se observa la viabilidad de las células a 6 dias en
ausencia de C18:3 (barras blancas) donde la viabilidad en YPD es un 26% mayor en
comparacién a las células crecidas en YLac. Asimismo, se observa una notoria
disminucién en la viabilidad si se compara la viabilidad en YPD con C18:3 y sin C18:3,
ya que la viabilidad celular en presencia de C18:3 (barras negras) es un 39% menor en
comparacion a las células control sin C18:3 (barras blancas). Hay también un
decremento mucho mas marcado en la viabilidad celular en medio YLac con C18:3

(barras negras) con respecto de la viabilidad en YLac sin C18:3 (barras blancas).

Un comportamiento muy parecido al anterior se observé en las células con C18:3
a los 28 dias de envejecimiento (figura 2 barras blancas), donde se aprecia una
viabilidad celular nula a los 28 dias de envejecimiento en YLac de 28 dias. En YPD las
células control crecieron en un 86.5% mas que las células con C18:3. Estos resultados
sugieren que el hay una mayor susceptibilidad al envejecimiento cronoldgico debido a
un mayor grado de insaturacion de los lipidos y que el la presencia de un sustrato

respiratorio en el medio YLac incrementa la tasa de envejecimiento cronoldgico.

En los paneles A y B se observa una notoria y esperada disminucion en la
viabilidad celular en los cultivos de 28 dias en comparacion de los de 6 dias en virtud
de que 28 dias se considerd que los cultivos presentan un envejecimiento avanzado.
Noétese que las escalas de los graficos son diferentes, la escala en el panel B se redujo
con el fin de facilitar la observacion de la diferencia en la viabilidad si se comparan
entre si las barras de dicho panel.
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Figura 1. Efecto del acido linolénico sobre la viabilidad con C18:3 (barras negras) y sin
C18:3 (barras blancas) a los 6 (panel A) y 28 dias de envejecimiento cronoldgico (panel
B). Los resultados se expresan como la media * el error estdandar de n=3 *P<0.05,

**P<0.01, ***P<0.001 con respecto a su control.
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6.2. Efecto de la composiciéon de acidos grasos sobre la actividad enzimatica de
la CTE.

Con la finalidad de determinar si un mayor envejecimiento cronolégico de la
levadura puede estar acompafiado de una disminucién paralela de la funcionalidad de la
CTE, se evaluo la actividad enzimatica de los complejos de la CTE en mitocondrias

aisladas.

6.2.1. Influencia de lacompos icion de acidos grasos sobre la actividad

enzimatica del complejo Il.

Se determind cuantitativamente el efecto de la incorporacion de un acido graso
poliinsaturado en las membranas de la levadura con respecto a la actividad del
complejo Il durante el envejecimiento cronolégico. En mitocondrias con C18:3 con 6
dias de envejecimiento (panel A barras negras), la actividad enzimatica del complejo |l
disminuy6é un 78% en el medio YPD con respecto a las mitocondrias de células sin
C18:3 (panel A, barras blancas). En el medio YLac la inhibicion fue del 75% en
mitocondrias con C18:3 respecto a su control sin C18.3. La actividad enzimatica del
complejo Il de mitocondrias de Ilevaduras crecidas en YLac disminuyo
considerablemente en un 75% tanto en mitocondrias con C18:3 como en mitocondrias

sin C18:3 en comparacion con las mitocondrias de células crecidas en medio YPD.

Por otra parte, en mitocondrias de levaduras envejecidas en medio YPD sin C18:3
de 28 dias (panel B barras blancas) la actividad del complejo Il fue un 75% mayor que
las mitocondrias de células con C18:3 (panel B, barras negras), al igual que las
mitocondrias sin C18:3 de células crecidas en YLac, las cuales presentaron un 51%
mas actividad enzimatica que las mitocondrias con C18:3 (panel B, barras negras).
Notablemente, no hubo diferencias significativas entre las mitocondrias de levaduras

envejecidas tanto en YPD como en YLac con C18:3 (panel B, barras negras).

En conjunto, los resultados anteriores muestran que hay una inhibicion del
complejo Il debido a un aumento en los niveles de insaturacién de los acidos grasos de

membrana que convierten a la CTE de la mitocondria en un blanco importante del
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estrés oxidativo, lo que podria estar asociado a un envejecimiento cronolégico mas

acentuado.
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Figura 2. Efecto del acido linolénico sobre la actividad enzimatica del complejo Il de
mitocondrias de células con C18:3 (barras negras) y sin C18:3 (barras blancas) a los 6

(panel A) y 28 dias de envejecimiento cronologico (panel B). Los resultados se expresan

44



EFECTO DEL ACIDO ALFA-LINOLENICO SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LOS COMPLEJOS DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE ELECTRONES DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO CRONOLOGICO DE Saccharomyces cerevisiae

como la media £ el error estandar de n=3 **P<0.01 y ***P<0.001 con respecto a su

control.

6.2.2. Influencia de la compos icion de acidos grasos sobre laa ctividad
enzimatica del complejo lll.

Para conocer el efecto de la adiciéon del C18:3 sobre la actividad del complejo I
durante el envejecimiento cronoldgico, se evalud la reduccion del citocromo ¢ sensible

a antimicina A.

En el panel A de la Fig. 3 se observa que en las mitocondrias de 6 dias de
envejecimiento en medio YPD con C18:3 la actividad enzimatica del complejo Il
disminuye hasta en un 80% respecto a las mitocondrias sin C18:3. Por su parte, ocurre
lo mismo en las mitocondrias provenientes de las células envejecidas con YLac, en
donde se observa una disminucion de un 94% en mitocondrias con C18:3 respecto a

las que no contienen el acido graso.

De igual manera, en las mitocondrias aisladas de levaduras envejecidas durante
28 dias, se puede apreciar una disminucion de la actividad del complejo Ill en YPD con
C18:3 de un 94% respecto a su respectivo control sin C18:3. Mientras tanto, en las
mitocondrias de células envejecidas en YLac la actividad del complejo Il de las
mitocondrias sin C18:3 es un 97% superior a las mitocondrias con C18:3 envejecidas
en el mismo medio.

Estos resultados sugieren que el mayor dafio a nivel de la CTE durante el
envejecimiento cronoldgico ocurre en el complejo 1ll, | lo cual podria tener una relaciéon
directa con el envejecimiento cronolégico aumentado en los cultivos con C18:3 debido
a que la contribucién de este complejo a la generacion del potencial de membrana
mitocondrial podria verse disminuida, lo cual podria tener un efecto deletéreo en los
procesos fisioldgicos relacionados con este parametro y la sobrevivencia de la célula

(p- €j., la homeostasis ionica).
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Figura 3. Efecto del acido linolénico sobre la actividad enzimatica del complejo Ill de la
cadena de transporte de electrones con C18:3 (barras negras) y sin C18:3 (barras
blancas) a los 6 (panel A) y 28 dias de envejecimiento (panel B). Los resultados se
expresan como la media + el error estandar de n=3 **P<0.01 y ***P<0.001 con respecto

a su control.
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6.2.3. Influencia de lacompos icion de acidos grasos sobre laa ctividad

enzimatica del complejo IV.

Con el objetivo de determinar si la incorporacion del C18:3 altera la actividad de la
citocromo c oxidasa durante el envejecimiento cronoldgico, se determiné la oxidacion
del citocromo c¢ reducido con ditionita, sensible a KCN de mitocondrias aisladas de
células envejecidas durante 6 y 28 dias en presencia y ausencia de C18:3 en un medio

con un sustrato fermentable (YPD) y uno respiratorio (YLac).

En el panel A se muestra la actividad del complejo IV en mitocondrias de células
de 6 dias de envejecimiento. No hubo diferencias significativas entre las actividades de
las mitocondrias aisladas en medio YPD y YLac sin C18:3 (Figura 4 barras blancas). En
contraste, en presencia C18:3 (barras negras, panel A) las mitocondrias de células
envejecidas en YLac mostraron una inhibicion del 50% en comparacién a las YPD. En
cuanto a las mitocondrias de células envejecidas en medio YPD la actividad enzimatica
en ausencia de C18:3 (barras blancas) fue un un 72% mayor que la de las mitocondrias
con C18:3 (barras negras). Un comportamiento similar se observo en las mitocondrias
de células envejecidas en YLac ya que la actividad del complejo en presencia de C18.3

fue un 84% menor (barras negras) con respecto a las YLac sin C18.3 (barras blancas).

La citocromo ¢ oxidasa de mitocondrias de 28 dias (Panel B), presenté un 9% de
inhibicion en medio YPD con C18:3 (barras negras) en comparacion a las mitocondrias
en medio YPD sin C18:3 (barras blancas). En contraste con los resultados de 6 dias
en medio YLac y con C18.3 (barras negras) la actividad enzimatica aumenté en un 40%
en comparacion al control (barras blancas YLac), no habiendo una diferencia
significativa en este aumento. Referente a la actividad con respecto a los medios de
cultivo en las mitocondrias sin C18:3 (barras blancas), hubo una inhibicion de un 37%
en mitocondrias YLac en comparacion a las YPD; mientras que en las YLac y YPD con
C18:3 (barras negras) no hubo diferencia significativa en la actividad del complejo IV
entre ambos medios. Es de resaltarse también que a los 28 dias, la actividad del
complejo IV disminuyé notoriamente bajo todas las condiciones estudiadas respecto a
los cultivos de 6 dias (Fig. 4); sin embargo, en ningun caso, la actividad de este

complejo tendid a la inhibicion total como se observé en el complejo 11l (Fig. 3).
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Figura 4. Efecto del acido linolénico sobre la actividad enzimatica del complejo IV de la
CTE con C18:3 (barras negras) y sin C18:3 (barras blancas) a los 6 (panel A) y 28 dias
de envejecimiento (panel B). Los resultados se expresan como la media * el error

estandar de n=3 **P<0.01 y ***P<0.001 con respecto a su control.
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7. DISCUSION

La mitocondria es un organulo muy susceptible al dafo oxidativo con
consecuencias desastrosas para la célula, debido a que es la principal fuente de ATP
y de formacion de ERO. Asimismo, la disfuncion mitocondrial esta ampliamente

relacionada con el envejecimiento.

Las mitocondrias de S. cerevisiae estan compuestas nativamente por acidos
grasos saturados y monoinsaturados, siendo estos Ultimos los principales
componentes de la membrana cuando la levadura crece en una fuente de carbono no

fermentables (12).

Los resultados de este trabajo de investigacion muestran que un aumento en el
grado de insaturacion de los acidos grasos de membrana da lugar a cambios

importantes en las actividades de la CTE durante el envejecimiento cronolégico.

El grado de insaturacién de los acidos grasos de las membranas mitocondriales
se correlaciona positivamente con la vulnerabilidad de las membranas a la
peroxidacion (14). Los datos mostrados en la figura 1 muestran un mayor
envejecimiento cronoldgico en presencia de C18.3, lo cual podria estar relacionado con
una mayor sensibilidad a la lipoperoxidacién observada en mitocondrias con C18: 3,
mientras que el menor envejecimiento observado en células sin C18.3 podruia estar
relacionado con la sensibilidad nula de las mitocondrias cuyas membranas estan
constituidas por acidos grasos monoinsaturados (1). Por lo tanto la longevidad de la
célula se ve ampliamente favorecida en membranas compuestas por acidos grasos con
menor numero de dobles enlaces y por tanto con menor dafo oxidativo membranal por
ERO, mientras que en las que la composicion lipidica de las membranas es
mayoritariamente por acidos grasos poliinsaturados hay un acortamiento en el
promedio de vida celular por el incremento en la peroxidacion lipidica y un mayor

estrés oxidativo.

Los datos anteriores en cuanto a la viabilidad celular en placa podrian estar
relacionados con los resultados descritos por Cortés-Rojo C. (14), en los cuales se

demostré que la incorporacion de C18:3 aumenté la sensibilidad de las levaduras al
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estrés oxidativo, por lo cual, una mayor sensibilidad al estrés oxidativo podria estar

relacionada con un envejecimiento cronolégico aumentado en las células C18:3.

Es de notarse que la viabilidad celular se ve favorecida en medio YPD (figura 1),
lo cual podria explicarse los con los resultados de la medicion del pH de los medios de
cultivo YPD y YLac obtenidos por Aguilar Toral (1), en los cuales el pH en medio YLac
fue varias unidades mas basico que el pH en medio YPD durante el transcurso del
envejecimiento, ya que se ha sugerido que un pH alcalino inhibe el crecimiento de
cultivos de S. cerevisiae al detener el ciclo celular en la fase Gg (1).

Existen reportes que indican que la cardiolipina es uno de los fosfolipidos
esenciales para el funcionamiento de los complejos Il y IV (21, 44). Ademas, se ha
demostrado que la peroxidacion de los lipidos de membrana afecta las actividades de
dichos complejos (38). A partir de estos datos y lo comentado anteriormente acerca de
una mayor sensibilidad a la lipoperoxidacion demostrada en las células envejecidas
con C18.3 (1), se puede se puede sugerir que la inactivacion aumentada de dichos

complejos en células envejecidas con C18:3 se puede atribuir a la lipoperoxidacion.

La actividad del complejo Il en presencia de acido a-linolénico tanto en medio
YPD como en medio YLac de mitocondrias a los 6 y 28 dias de envejecimiento (Figura
2) se vio ampliamente mermada en comparacién a las mitocondrias control. La
oxidacion de grupos tiol que son esenciales para la actividad del complejo Il podria ser
una explicacion a la inactivacion del complejo Il por el estrés oxidativo causado al
cambiar la composicién de la membrana por acidos grasos poliinsaturados. En un
estudio llevado a cabo en la mitocondria de levadura, el reductor de grupos —SH el §3 -
mercaptoetanol revirtié la inhibicion de la actividad del complejo Il inducida por H20,
(17). Otra posible explicacion es un dafio aumentado en los tres clusters hierro-azufre
del complejo I, dado que este tipo de grupos prostéticos pueden ser dafados por la

sobreproducciéon de ERO.

Una mayor disminucion en la actividad enzimatica inducida por la adicion del
C18:3 fue observada en el complejo Ill a 6 y 28 dias de envejecimiento (Figura 3).

Este efecto podria atribuirse a una disfuncién en el ciclo Q, ya que un estudio previo de
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la actividad del complejo Il de levadura con C18:3 demostré que era el segmento mas
sensible de la CTE a los efectos dafinos del estrés oxidativo relacionados con la
peroxidacion de lipidos al ocasionar un defecto en la transferencia de electrones
durante el ciclo Q entre el citocromo b y la subunidad de Rieske (16).

La alta susceptibilidad de la actividad del complejo Il en comparacién con los
otros complejos probablemente no se deba a alteraciones estructurales de las
subunidades del complejo dado que se ha reportado que la lipoperoxidacion no induce
cambios en la movilidad electroforética o pérdida especifica de subunidades de la
proteina segun lo reportado por Reinheckel et al. 1995. Por lo que la pérdida de
actividad podria deberse a la alteraciéon especifica de los centros redox en las
proteinas de la cadena respiratoria, probablemente por los cambios en las

interacciones proteina-fosfolipidos.

La peroxidacion lipidica afecta la conformacion del citocromo b y al mismo tiempo,
la transferencia de electrones en el citocromo b puede afectar el movimiento de la
subunidad extrinseca de la entre el sitio Qo y el citocromo c 1, lo que llevaria a una
disminuciéon de la reduccion catalitica del citocromo c. La disminucion en la
transferencia de electrones al citocromo b y el deterioro del movimiento de la proteina
de Rieske llevaria a la fuga de electrones derivados de la oxidacién quinol por la
proteina de Rieske, dando lugar a un aumento en la formacién de ERO en el sitio Qo

del complejo 11l (16).

En la figura 4, panel B, no se observaron diferencias en la sensibilidad del
complejo IV entre mitocondrias envejecidas durante 28 dias sin C18: y con C18:3, esto
podria estar relacionado con el hecho de que la adicién de C18:3 vuelve a los lipidos
mitocondriales inicialmente mas susceptibles al estrés oxidativo por el ataque de las
ERO pero a los 28 dias se observd una resistencia aumentada a la peroxidacion de
lipidos (1), por lo cual podria suceder una adaptacion al estrés oxidativo del complejo
IV en mitocondrias de 28 dias por la presencia de C18:3. En esta figura también se
observa que el medio en el que crecen las levaduras no influye en este caso en la

actividad enzimatica del complejo IV situacion que si ocurre con los complejos Il y 111
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En mitocondrias sin C18:3, el complejo IV fue la enzima que presentd una mayor
disminucién en su actividad durante el envejecimiento, lo cual sugiere que en ausencia
de peroxidacién de lipidos, este complejo podria ser el paso limitante de la CTE en el
envejecimiento y podria estar involucrado en el envejecimiento de la levadura con

composicidon nativa de acidos grasos.

Se ha sugerido que la mayor susceptibilidad a la lipoperoxidacion en los
organismos con la esperanza de vida mas corta da lugar a un deterioro acelerado de la
funcién mitocondrial, poniendo en peligro el funcionamiento adecuado de la célula y
predispone al envejecimiento precoz. (34, 37). Lo anterior esta de acuerdo con los
resultados obtenidos en el presente trabajo, por lo cual seria interesante estudiar si la
proteccion de las actividades de los complejos respiratorios mediante la inhibicion de la
lipoperoxidacién podria disminuir o retrasar la aparicion de las caracteristicas

fenotipicas del envejecimiento en organismos superiores de estudio tales como la rata.

En resumen, los resultados muestran una mayor preservacion de las actividades
de los complejos Il y Ill de la CTE de la levadura con composicion nativa de acidos
grasos durante el envejecimiento cronoldgico, mientras que la adicion de C18:3 da
lugar a probables dafios en la CTE, afectando mas marcadamente al complejo Il y

reduciendo su longevidad.

8.-CONCLUSIONES

Los acidos grasos saturados y monoinsaturados que contiene de manera nativa
las membranas de S. cerevisiae extienden su longevidad y conservan la funcion de la
CTE, lo cual podria estar relacionado con el hecho de que cuanto mayor grado de
insaturacion tienen los acidos grasos de las membranas celulares, aumenta la
sensibilidad al ataque de ERO afectando con ello la longevidad de las células.
Asimismo, en el medio de cultivo YLac la disminucion de la actividad enzimatica y la
viabilidad celular durante el envejecimiento cronolégico se ve afectada en comparacion

a las levaduras que crecen en YPD independientemente de la adicion C18:3.
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