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1. RESUMEN

El dafio oxidativo ha sido identificado como uno de los mecanismos mas
importantes que determinan la velocidad de envejecimiento de los organismos.En
la levadura S. cerevisiae, los fosfolipidos de membrana son protegidos de la
peroxidacién por 3 isoformas de la enzima fosfolipido hidroperéxido glutation
peroxidasa (Gpx), de las cuales, la isoforma Gpx2 esta presente en la membrana
interna mitocondrial. Esto permite postular que Gpx2 podria ser crucial en la
sobrevivencia de S. cerevisiae en cultivos envejecidos. Por otro lado, se ha
descrito que el resveratrol, un fitoquimico presente en las uvas, es capaz de
prolongar la longevidad en la levadura.Mientras que el acido ascorbico
tienepropiedades como agente antioxidante.Por lo tanto, losobjetivos del presente
trabajo fueron determinar si el resveratrol y el 4cido ascérbico pueden tener un
papel protector contra el envejecimiento de una mutante de Gpx2 en presencia de
un &cido graso poliinsaturado y comparar sus efectos contra los del antioxidante
lipofilicohidroxitolueno butilado (BHT).Se envejecieron cronolégicamente células
de S. cerevisiae de la cepa BY4741 y su mutante Gpx2A en ausencia 0 en
presencia de los acidos grasos C18:3 y C20:4 con los antioxidantes resveratrol,
acido ascorbico y BHT.Se evaluaron distintos parametros como lo son: la
sobrevivencia celular, el potencial de membrana mitocondrial y los de los niveles
de lipoperoxidacién.Se observé que sin la presencia de C20:4, el resveratrol
protegié a la mutante gpx2A contra la pérdida de viabilidad en cultivos envejecidos
hasta por 10 dias, mientras que el BHT tuvo efectos contrarios.Ademas el BHT en
presencia de C20:4 tuvo un efecto protector contra la peroxidacion de lipidos. Por
lo tanto, se sugiere que un mecanismo de accion del BHT para aumentar la
longevidad en la levadura es la proteccién contra el dafio de las membranas
celulares.

Palabras clave: Envejecimiento, lipoperoxidacién, Gpx2, Resveratrol
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ABSTRACT

Oxidative damage has been identified as one of the most important
mechanisms that determine the rate of aging of organisms. In the yeast S.
cerevisiae, membrane phospholipids are protected from peroxidation 3 isoforms
enzyme phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (GPX), of which the
Gpx2 isoform is present in the inner mitochondrial membrane.This allows postulate
that Gpx2 could be crucial to the survival of S. cerevisiae in aged cultures.
Furthermore, it has been described that resveratrol, a phytochemical in grapes, is
able to extend longevity in yeast. While ascorbic acid has properties as agent
antioxidant.Therefore, the objectives of this study were to determine whether
resveratrol and ascorbic acid may have a protective role against aging Gpx2 a
mutant in the presence of a polyunsaturated fatty acid compare their effects
against the lipophilic antioxidant butylated hydroxytoluene (BHT).

The chronologically aged cells of S. cerevisiae BY4741 strain and the mutant
Gpx2A in the absence or presence of the fatty acids C18: 3 and C20: 4 with
antioxidants resveratrol, ascorbic acid and evaluated BHT.Were evaluated various
parameters such as: cell survival, mitochondrial membrane potential and
lipoperoxidation.The levels observed in the absence of C20: 4, resveratrol gpx2A
mutant protected against loss of viability in cultures aged up to 10 days, while the
opposite effect was BHTMoreover the presence of BHT in C20: 4 were protective
effect against lipid peroxidation.Therefore, it is suggested that a mechanism of
action of BHT to increase longevity in yeast is protection against damage cell
membranes.

Keywords: Aging, lipoperoxidation, Gpx2, Resveratrol
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2. INTRODUCCION
2.1 Envejecimiento

Desde el punto de vista fisiolégico, se define envejecimiento como “un
proceso biolégico que da lugar auna serie de cambios fisiolégicos, caracteristicos
de cada especie, que tienen comoconsecuencia una limitacion de la capacidad de
adaptacion del organismo al ambiente.Este proceso se inicia con el nacimiento y
tiene como resultado final la muerte de eseorganismo” (Martinez, 2005).

En general, las diferentes definiciones de envejecimiento apuntan a que es un
fendbmeno biologico, progresivo, endogeno, irreversible y perjudicial para el
individuo (Hulbert et al., 2007),caracterizado por cambios deletéreos, progresivos
e irreversibles que afectan a las biomoléculas (DNA, lipidos y proteinas), células,
tejidos y o6rganos del cuerpo, que conducen a la morbilidad y mortalidad.
(Kirkwood et al., 1989). Las tasas de envejecimiento y la esperanza de vida
méaxima vienen determinadas de forma enddgena por el genotipo de cada especie,
observandose diferencias muy considerables entre ellas.

La disminucion progresiva de la funcionalidad mitocondrial es caracteristica
del envejecimiento. En algunos estudios, se ha demostrado una correlacion
inversa entre la longevidad de diversas especies animales y el grado de
insaturacion de los &cidos grasos de membrana mitocondrial (Pamplona et al.,
2000), lo que sugiere que la proporcion de acidos poliinsaturados presentes en las
membranas mitocondriales podria ser un factor que determina la longevidad, ya
que las membranas con una alta proporcion de acidos grasos poliinsaturados son
mas susceptibles al dafio oxidativo y a la formacion de especies reactivas de
oxigeno (Cortés Rojo et al., 2009).

Existe una interrelacion entre la generacion de oxidantes, la proteccion
antioxidante y la reparacién del dafio oxidativo. La expectativa de vida puede
aumentaral disminuir el grado de los fendmenos oxidantes. Algunos investigadores
han propuesto que esto podria lograrsecon la mejora de los habitos higiénico-
dietéticos y con el aumento de las defensas antioxidantes (Céspedes-Miranda et
al., 2000).En el caso del ser humano, es sabido que las personas de edad
avanzada comienzan a mostrar fragilidad en sus huesos y musculos asi como
problemas en el flujo sanguineo y el mantenimiento de la presion arterial,
disminucién de la capacidad pulmonar o intolerancia a la glucosa, todos ellos
sucesos representativos de la pérdida en el mantenimiento de la homeostasis
(Panno et al., 2009).Ademas, con el envejecimiento sepierden funciones
neuroldgicas, manifestdndose en aspectos como alteracionessensoriales, vision y
audicion y pérdida de memoria, entre otros (Masoro y Austad et al., 2010).
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Los seres vivos han sido disefiados para reproducirse y posteriormente
extinguirse, puesto que la evolucion ha optado por favorecer la reproduccion frente
a la inmortalidad. Las células tienen una capacidad proliferativa limitada, de forma
que las células procedentes de individuos envejecidosse dividen un menor nimero
de veces que las procedentes de embriones o de individuos jovenes. (Peinado et
al., 2000)

2.2 Teorias del Envejecimiento

Debido a la complejidad del proceso de envejecimiento, ain hoy no existe
una clara explicacion de como y por qué se produce. Asi, el envejecimiento
permanece como uno de los grandes desafios de la ciencia, de tal modo que se
considera que la teoria que valore la naturaleza multicausal de este fenébmeno
sera la que conseguird un acercamiento cientifico mas racional (Strehleret al.,
1982). A lo largo de la historia reciente del ser humano, se han dedicado esfuerzos
considerables a entender los mecanismos que llevan a semejante fallo en las
funciones del organismo y muy diversas teorias han visto la luz, algunas de ellas
en los ultimos afos.

Teorias de envejecimiento como las “Teorias genéticas”, “Teoria de la
mutaciéon somatica™autoinmunidad” o la del “soma desechable” han propuesto
diferentes causas del envejecimiento pero falta una mayor integracion detodas
ellas para generar un paradigma unico.

2.2.1 Teorias genéticas

e Teoria de la regulacion génica: De acuerdo con esta teoria, el
envejecimiento es el desequilibrio entre los diferentes factores que
permiten el mantenimiento de la fase de reproduccion(Kanungo et
al., 1980).

e Teoria de la diferenciacion terminal: Se hace especial hincapié en los
efectos adversos del metabolismo sobre la regulacion
genética.(Cutleret al.,1991).
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e Teoria de la inestabilidad del genoma: se pone de relieve la
inestabilidad del genoma como causa de envejecimiento,
dondepueden producirse modificaciones tanto al nivel del DNA como
al del RNA,afectando la expresion de los genes sobre el RNA y
proteinas(Slagboom et al.,1989;Mozzhukhina et al.,1991).

Estas 3 teorias genéticas confieren al entorno celular el papel de ser el
responsable de todos los dafios provocados al azar en el DNA.

2.2.2. Teoria de la mutacién somética

La causa fundamental del envejecimiento celular es una inestabilidad del
genoma mitocondrial, por una falta de equilibrio entre la reparacion mitocondrial y
el efecto dafinode las especies reactivas del oxigeno (ERO) (Miquel et al., 1984).

2.2.3. Teoria inmunoldgica

Esta teoria genética del envejecimiento propone que el genoma nuclear,
actuando como un "reloj molecular® o "reloj celular'(Flodin et al.,1984), es el
responsable de programar los cambios que se iran presentando en el desarrollo
de un organismo a lo largo de su vida, desde la concepcion hasta el
envejecimiento pasando por la madurez sexual (Makinodan et al.,1980).Un
aspecto importante son los cambios en la respuesta inmune con la edad creciente.

2.2.4. Teoria de los radicales libres

Postula que el envejecimiento resulta de los efectos perjudiciales fortuitos
causados a tejidos por reacciones de radicales libres (Harman et al.,1956). Estas
reacciones pueden estar implicadas en los cambios producidos por el
envejecimiento asociados con el medio ambiente, las enfermedades y con su
proceso intrinseco.

La naturaleza multicausal del envejecimiento obliga a no desechar ninguna de sus
teorias.

2.3 Teoria del envejecimiento por radicales libres

De todas estas teorias propuestas, la mas aceptada hasta la fecha por la
comunidad cientifica ha sido la “Teoria de envejecimiento por estrés oxidativo”.
Esta teoria se derivd de otra teoria propuesta a principios del siglo XX, cuando
Rubner (1908) observé que, segun aumentaba el tamafio de una especie, mayor
era su esperanza de vida, relacionando de forma indirecta el tamafio de un

5
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organismo con su tasa metabdlica basal especifica. Esta teoria pas6 a llamarse
“Teoria de envejecimiento de la tasa de vida” y sirvié de base para que, a partir de
1954, se comenzara a considerar a los radicales libres como moléculas
potencialmente toxicas para el organismo (Gerschman et al., 1954). No obstante,
fue dos afios después cuando, por primera vez, se relacioné el estrés oxidativo
con el envejecimiento (Harman et al.,, 1956). De acuerdo con la “Teoria
deenvejecimiento de los radicales libres” propuesta por Harman, las especies
reactivas de oxigeno (ERO) generadas como resultado del funcionamiento normal
de metabolismo aerobio de un organismo, tienen un papel fundamental en el
proceso de envejecimiento dado que atacan a las moléculas de la célula (lipidos,
proteinas, carbohidratos y &cidos nucleicos) y generan un dafio progresivo,
acumulativo e irreversible que finalmente desemboca en la muerte de la célula con
el consecuente dafio en tejidos y 6rganos.

De acuerdo con la “Teoria mitocondrial del envejecimiento” (Miquel et al.,
1980), las ERO producidas por la cadena de transporte de electrones (CTE) en
condiciones fisiol6gicas normales van a atacar a las moléculas que constituyen los
organulos, principalmente aquéllos situados mas préximos a los lugares de
produccion de ERO, como los lipidos de membrana y el ADN mitocondrial(mtDNA)
(Richter, 1995; Shigenaga et al., 1994), ligando asi al envejecimiento celular a un
dafio producido por el estrés oxidativo a nivel mitocondrial. Esto produce cambios
con el tiempo, se compromete la formacion de ATP y la sintesis de proteinas.
Existen mudltiples evidencias que corroboran la importancia de la disfuncion
mitocondrial en la destruccion celular que causa envejecimiento y es el estrés
oxidativo el principal inductor de esas alteraciones (Céspedes-Mirandaet al.,
2000).

Sohal y cols.(1990), demostraron que las mitocondrias de animales en edad
avanzada producen mayor cantidad de ERO que los animales jovenes. Ademas,
existe una relacion inversa entre la produccién mitocondrial de peroxido de
hidrogeno 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 (Albarran-Bravo et al., 2009). Ademas de que la
velocidad en la produccion de oxidantes por la mitocondria es un factor
determinante en el proceso del envejecimiento, el dafio oxidativo sobre la
mitocondria estd involucrada también en la pérdida de funciones celulares
(respiracién, metabolismo, divisién, etc.). También, se ha observado que la
actividad respiratoria de las mitocondrias de higado, musculo y cerebro de rata
disminuye conforme avanza la edad, asi como también el potencial de membrana
mitocondrial (Cortés Rojo, 2005;Hulbert et al., 2007).
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Estudios recientes han desafiado esta teoria, demostrando que, en algunos
casos, la longevidad se prolonga por la inactivacion parcial de las defensas
antioxidantes o por un aumentoen la formacién de ERO (Mesquita et al., 2010).

Con el desarrollo de la vejez, las acciones de las ERO son mucho mas
perjudicialesdebido a una disminucion en los sistemas antioxidantes,por lo cual,
existe una mayor probabilidad de que las ERO ejerzan su accion sobre sus
moléculas blanco(Zorrilla-Garcia et al., 2002)

2.4La mitocondria

2.4.1 Aspectos estructurales y fisiologicos

La mitocondria es un organulocuyo papel va muchomas alla de la sintesis
del ATP. La mitocondria integra los caminosmetabdlicos,regula la maquinaria
epigenética, la expresion génica, y las vias de sefializacion (Nufiez, 2012).Las
mitocondrias realizan la descarboxilacion oxidativa del piruvato, contienen las
enzimas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, las enzimas que catalizan la
oxidacion de los &cidos grasos y las enzimas y proteinas redox que intervienen en
el transporte de electrones y la fosforilacidn oxidativa. Estos procesos generan la
mayor parte de la energia celular en condiciones aerébicas;es por esto que se
describe a las mitocondrias como las “fabricasde energia” de la célula (Voet y
Voet, 2004).

Las mitocondrias estanpresentes en el citoplasma de todas las células
aerdbicas eucariontes (Boveris et al., 2000), entre ellas, las de las plantas, los
animales, los hongos, y los protistas (Campbell, 2005). El tamafio, numero y
forma de las mitocondrias varia de un tejido a otro, pero su estructura basica es la
misma. La cantidad de mitocondrias, sutamafio y la forma varia enormemente de
acuerdo con su origen y estado metabdlico (Whittaker, 1982;Voet y Voet, 2006;
Campbell, 2005)

Las mitocondrias presentan distintas morfologias dependiendo de la estirpe celular
a la que pertenezcan (Nufiez, 2012). La forma de las mitocondrias varia de
esférica a cilindrica; las cilindricas tienen de 2um o mas de diametro y hasta 10
pm de longitud, mientras que las esféricas miden de 0.5 a 5 um (Whittaker,
1982),Sin embargo, su forma no es constante, se modifica continuamente al ser
organulos muy dindmicos, ya que pueden fusionarse para formar redes
mitocondriales interconectadas o0 fragmentarse generando mitocondrias
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separadas.Se cree que estos procesos son un sistema de control de acuerdo con
las necesidades metabdlicas de la célula (Braun y Westermann, 2011).

Las mitocondrias poseen su propio material genético y sus propios
ribosomas, los cuales son mas semejantes a los bacterianos que a los
eucarioticos. EIl ADN mitocondrial sélo tiene informacion para la sintesis de sus
propios ribosomas y para algunos de sus ARN de transferencia (Vazquez-
Contreras, 2003). En cuanto a las proteinas, codifica para 7 de las 49 subunidades
del complejo I, el citocromo b del complejo Il y las subunidades |, 1l y lll del
complejo IV de la cadena de transporte de electrones (Cortés-Rojo, 2005). El resto
de las proteinas involucradas en el ciclo de Krebs y en la fosforilacién oxidativa, se
sintetizan en el citoplasma y se transportan hasta la mitocondria para cumplir su
funcion (Vazquez-Contreras 2003).

EIndmero de mitocondrias varia por célula dependiendo de los
requerimientos de energia. En promedio, hay unas 2000 mitocondrias por
célula,(Lehninger, 2002) siendo los tejidos més ricos en mitocondrias el musculo
cardiaco, el musculo esquelético y el cerebro (Nufiez, 2012).

ATP- sintasa

Matriz

Granulos Porinas

Espacio intermembranal

ADN Mitocondrial

Ribosomas

Membranainterna

Membranaexterna

Esquema 1. Modelo tradicional de la mitocondria.

2.4.2 MEMBRANAS MITOCONDRIALES

Las membranas y sus componentes tienen las siguientes funciones:
e Delimitacién y aislamiento
e Transporte controlado de sustancias
e Captacion de sefiales extracelulares
e Catdlisis enzimatica
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Limitacion Transporte Captacionde  Reaccion Contacto Anclaje
controlado  senalesy enzimatica con otras del
desustancias conduccion células citoesqueleto

posterior

Esquema 1.2. Funciones de la membrana.Tomado y modificado de (Koolman,
2004).

Las membranas biolégicas estan compuestas por lipidos, proteinas
ycarbohidratos; los componentes mas abundantes son las proteinas en un 50% y
60% (Koolman, 2004) y un 40-50 % de lipidos (Lehninger, 1972), y también
contienen carbohidratos unidos en forma covalente con los componentes lipidicos
y proteicos. Hay tres tipos principales de lipidos de membrana: fosfolipidos,
glucolipidos y colesterol (Koolman, 2004).

?/f:;w

Membrana plasmanca del hepatoclto

Cardiolipina

Mitocondria

Membrana interna Ambas membranas
[ [ Fosfatidil-
[] uipido colina
I Fosfatidil- Glucolipi
[ Hidrato de carbono Fosfolipidos < ____ sefina Bl Glucolipidos
Fosfatidil-
[ proteina = etanolamina I Colesterol
| [ Esfingomielina [ ] Otros lipidos

Esquema 1.3.Composicion de las membranas. Tomado y modificado de  (Koolman,
2004).

La mitocondria posee un sistema de doble membrana, una externa y una interna,
gue separan tres espacios bien definidos: el citosol, el espacio intermembranal yla
matriz mitocondrial. La membrana mitocondrial externa es lisa, de 6 a 7 nm de
espesor, contiene porinas que son proteinas integrales, las cuales forman poros
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gue son permeables y permiten la difusion de moléculas de hasta 10 kDa (Voet y
Voet, 2006).Gracias a esto, la membrana externa es permeable a pequefias
moléculas e iones. (Cortés-Rojo, 2005).La membrana externa posee receptores de
importacion capaces de reconocer secuencias de direccionamiento de las
proteinas citosolicas destinadas a las mitocondrias, por ejemplo las ADN y ARN
polimerasas  mitocondriales que se translocan hacia el espacio
intermembrana.También se observan elementos de translocacion de proteinas o
de complejos de importacion sintetizados en el citoplasma (Lodish, 2006), al igual
gue contiene varias enzimas tales como lafosfolipasa Azla monoaminooxidasa
(MAO), entre otras.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 sefial
de las pre-proteinas a importar, y las proteinas Tom 22, Tom 40 y Tom 50 (Cano-
Estrada et al., 2011).

Por otro lado, la membrana interna se caracteriza por formar pliegues que se
denominan crestas y que incrementan el area total de susuperficie interna. Estas
crestas aparecen como estructuras lamelares o tubulares, cuyo numeroesta
relacionado con las demandas energéticas de la célula (Lodish, 2006).La
membrana interna es rica en fosfolipidos como con la cardiolipina y el
fosfatidilglicerol (Whittaker, 1982). Esta membrana esta constituida alrededor de
un 80% de proteina (Esquema 1.3), incluyendo un gran nimero de enzimas y
sistemas de transporte diferentes, mientras que el 20% restante son lipidos
(Lehninger, 1972).Esta membrana esimpermeable a la mayoria de lossolutos
(Lehninger, 2002),con excepcion del O,, el CO, y el H,O (Koolman, 2004).

La cardiolipina es un glicerofosfolipido dimérico de estructura inusual que posee 3
acidos grasos ensu estructura (Lecocq Yy Ballou, 1964).Esta presente
mayoritariamente en la membrana mitocondrial interna y en sistemas
membranosos que precisen un mantenimiento de un gradiente protonico que
asegure el desarrollo de la fosforilacion oxidativa (Schlame et al., 2000). La
cardiolipina se mantiene durante el ciclo vital de la mitocondria (Haines y
Dencher, 2002), aunque hay estudios que han descrito que los niveles de
cardiolipina se reducen durante el envejecimiento celular (Maftah et al., 1994;
Paradies y Ruggiero, 1991) y en respuesta a un estado de estrés oxidativo (Ames
et al., 1995).La cardiolipina parece jugar un papel fundamental tanto en la
estructura como en la funcion mitocondrial: estabiliza la membrana mitocondrial
interna (Haines y Dencher, 2002; Koshkin y Greenberg, 2002) y modula la
actividad de varios complejos de la cadena respiratoria, asi como los
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transportadores de ATP/ADP, de fosfato y de piruvato (Gohil et al., 2004; Schlame
et al.,, 2000).En la membrana interna hay numerosas proteinas transportadoras
que son responsables de la importacion y la exportacion de importantes
metabolitos como el ATP, el ADP, el piruvato, el Ca®* vy el fosfato(Voet y Voet,
2004). De manera general,la membrana mitocondrial interna contiene tres tipos de
proteinas:

1. Las que llevan a cabo las reacciones de oxidacion de la cadena respiratoria
2. Un complejo enzimatico llamado F1Fy-ATPasa, que sintetiza el ATP en la matriz
3. Proteinas transportadoras especificas que regulan el paso de metabolitos
dentro y fuera de la matriz (Koolman, 2004; Michael, 2006; Lehninger, 2002)

La mayoria de las moléculas que atraviesan la membrana mitocondrial
interna lo hacen uUnicamente por la mediacion de proteinas transportadoras
especificas (Vazquez-Contreras, 2003). 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 concentracion en
ambos lados de la membrana (Cortés-Rojo, 2005).

Las dos membranas de la mitocondria generan la division de dos espacios
acuosos, el compartimento interior, llamado matriz rodeado por la membrana
interna y las crestas, tiene una consistencia gelatinosa, con menos del 50% de
agua, por la elevada concentracion de proteinas hidrosolubles, aqui se contiene
enzimas del metabolismo oxidativo, ribosomas y varias moléculas de ADN (Voet y
Voet, 2006). El segundo compartimento estd entre las membranas interna y
externa, llamado espacio intermembranal(Karp, 2006).

Existen sitios de contacto de aprox. 14 a 40 nm entre las membranas
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 (Cortés-Rojo, 2005).

La matriz mitocondrial, esta delimitada por la membrana interna (Campbell,
2005), quecontiene las enzimas solubles del ciclo del acido citrico y las enzimas
que participan en la B-oxidacién de los acidos grasos(Michael, 2006).Contiene
también el ADN mitocondrial, los ribosomas mitocondriales, los ARNt y varias
enzimas requeridas para la expresion de genes mitocondriales (Der-Giezen,
2011). Ademas, en la matriz mitocondrial hay numerosas enzimas implicadas en la
biosintesis de aminoéacidos, nucleétidos y algunas enzimas involucradas en los
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mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo tales como la superéxido
dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) o las del sistema de tioredoxina
(Cortés-Rojo, 2005). Los principales productos de la matriz son CO,yNADH
reducido que es la fuente para la cadena de transporte deelectronesde la
membrana mitocondrial interna (Michael, 2006).

2.4.3 Cadena Transportadora de Electrones (CTE)

Las células han de realizarun trabajo para crecer y desarrollarse. Todas las
células vivas llevan a cabo la respiracion celular para obtener la energia necesaria
para sus funciones (Chiva-Tomas, 2011).La capacidad de aprovechar la energia y
canalizarla en trabajo biol6gico es una propiedad de los seres vivos. Las células
utilizan la oxidacion de los nutrientes como fuente de energia para la obtencion de
ATP, vinculandola oxidacion de los equivalentes reducidosNADH y FADH,que
contienenla mayor parte de la energia extraida de los alimentos con la fosforilacién
oxidativa, la cual emplea la energia liberada de la CTEque oxida estas coenzimas
reducidas mediante la transferencia de electrones en una serie de pasos hasta el
oxigeno, al tiempo que captura la energia libre de las reacciones de oxidacion-
reduccion para impulsar la sintesis de ATP(Campbell, 2005; Devlin, 2004).
Durante la oxidacion de las coenzimas también se translocanprotonesdesde la
matriz hacia el espacio intermembranal a través de la membrana interna para
formar un gradiente electroquimico que proporciona energia para la sintesis de
ATP (Devlin, 2004).

La CTE estéa integrada por cinco clases de transportadores de electrones
unidos a la membrana y proteinas que forman cuatro complejos enzimaticos (I, Il,
[, 1V): flavoproteinas, citocromos, atomos de cobre, ubiquinona y proteinas con
hierro y azufre. Todos, excepto la ubiquinona, son grupos prostéticos (Karp, 2006),
estos se alternan entre estados reducidos y oxidados a medida que aceptan y
donan electrones (Campbell, 2005).La ubiquinona (coenzima Q) y el citocromo ¢
son dos moléculas moviles transportadoras de electrones, las cuales tienen una
estructura mas sencilla y sirven para conectar eléctricamente a los complejos
respiratorios (Cano-Estradaet al., 2011;Roskoski, 2003).

Los electrones extraidos de los alimentos y transferidos al NAD® durante la
glucaolisis, la oxidacién B de acidos grasos y el ciclo del &cido citrico, se transfieren
desde eINADH a,lasflavoproteinas, las cuales son polipéptidos unidos a uno o dos
grupos prostéticos con dinucledtido de flavina adenina (FAD) o mononucleétido de
flavina (FMN en el complejo I). Sufren reacciones redox reversibles ycada uno es
capaz de aceptar y donar dos protones y dos electrones. Las principales
flavoproteinas en la mitocondria son la deshidrogenasa de NADH y la
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deshidrogenasa de succinato(Karp, 2006; Roskoski, 2003; Lehninger, 1972).En la
siguiente reaccion redox, la flavoproteina vuelve a su forma oxidada en tanto cede
electrones a una proteina ferrosulfurada (Fe-S del complejo 1), (Devlin, 2004). El
complejo es capaz de aceptar y donar un solo electron (Nicholls, 1987). La
proteina con hierro-azufre luego cede los electrones a un compuesto llamado
ubiquinona (coenzima Q, Co Q, UQ o Q), pequefia molécula hidréfoba y Unico
miembro no proteico de la CTE(Campbell, 2005). La ubiguinona se mueve dentro
de la membrana desde las moléculas donadoras a las aceptoras durante el
transporte de electrones (Roskoski, 2003) y no reside en ningun complejo en
particular. Puede aceptar dos electrones y dos protones (Karp, 2006) para formar
ubiquinol (UQH3). Conecta los complejos | y Il con el 11l (Nicholls, 1987).

Los 4tomos de cobre se localizan en el complejo 1V, aceptan y donan un
solo electrén cuando alternan sus estados de oxidacion Cu® y Cu'* (Karp,
2006).Los citocromos solo se encuentran en células aerdbicas (Lehninger, 1972).
Son proteinas que contienen hierro coordinado en un grupo hemo. El atomo de
hierro del grupo hemo es capaz de alternar entre los estados de oxidacién de Fe*
y Fe?* (reduccion), resultado de la aceptacion y pérdida de un solo electrén. Estos
se clasifican de acuerdo a la estructura de su grupo prostético, en citocromos a, b
y ¢ (Nicholls, 1987).

2.4.3.1 Complejos Transportadores de Electrones

La CTE esta formada por tres bombas de protones que corresponden a los
complejos 1, Il y IV, funcionan en paralelo si se consideraran como un circuito de
protones, mientras que respecto a la corriente eléctrica funcionan en
serie.Originalmente, se creia que cada complejo es independiente dentro de la
membrana mitocondrial interna. Sin embargo, evidencia reciente ha demostrado
que los complejos se asocian entre si con diferentes estequiometrias y
combinaciones para formar super complejos, lo cual se ha hipotetizado que podria
suceder para modular la eficiencia del transporte de electrones en respuesta a las
condiciones energéticas y el estado redox celular. En total se bombean diez
protones a través de la membrana (Nicholls, 1987; Devlin, 2004).

La CTE es el nucleo central de la fosforilacion oxidativa y consiste en cuatro
complejos proteicos (Esquema 1.4):

[.-Complejo I. NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona oxidoreductasa.
II. Complejo 1l .Succinato deshidrogenasa o Succinato:ubiquinona
oxidoreductasa.
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[11.-Complejo Ill. Citocromo c reductasa o Ubiquinona:citocromoc
oxidoreductasa.
IV.-Complejo IV. Citocromo c oxidasa.

Espacio
intermambranal H+

fif
B

Succnato  Fumarzto

Esquema 1. 4 Representacion de los complejos que integran a la CTE. Se indica
la direccion del transporte de e a través de los complejos y de los H* desde la
matriz al espacio intermembranal, y desde este nuevamente a la matriz a través
de la F1Fo-ATPasa.

2.4.3.1.1 I.-Complejo I. NADH deshidrogenasa o NADH: ubiquinona
oxidoreductasa:

El complejo | de mamiferos es un conglomerado con forma de L quetiene
un peso de aproximadamente 1000 KDa, siendo el mas grande de todos los
complejos respiratorios (Devlin, 2004); esta constituidopor al menos 46
subunidades (39 estan codificadas en el ADN nuclear y 7 por el ADN
mitocondrial), un flavin mononucleétido (FMN) y 5 grupos fierro-azufre (Fe-S)
(Monza, et.al., 2008).

Los electrones son transferidosdesde el NADH a la ubiquinonapara formar
ubiquinol, con un potencial redox de alrededor de 310 mV a través del FMNque es
parte del Complejo I(Nicholls, 1987). 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 y de
pH (Roskoski, 2003).El complejo | puede ser inhibido por rotenona o piericidina A
(Chiva-Tomas, 2011; Nicholls, 1987).

2.4.3.1.2 Complejo Il. Succinato deshidrogenasa o
Succinato:ubiquinonaoxidoreductasa.
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El complejo Il estd formado por 4 subunidades polipeptidicas:dos unidades
hidréfobas ancladas a la membrana ydos subunidadeshidréfilicas.Una subunidad
contiene FAD vy la otra subunidad contiene lo centros Fe-S 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 (Voet
y Voet, 2006;Devlin,2004).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 estd asociada a la membrana (Roskoski, 2003).El complejo |l cataliza la
reaccion de oxidacion de succinato a fumarato en el ciclo de Krebs, transfiriendo
dos electrones al FAD, formando FADH,, el cual transfiere los electrones del
succinato a la ubiquinona, via los tres centros Fe-S del complejo Il (Devlin, 2004).
La pequefia cantidad de energia libre es insuficiente para bombear protones a
través de la membrana mitocondrial por lo que en las reacciones del complejo Il no
hay ganancia de energia libre.Este complejo enzimético es inhibido por la
carboxina y la tenoiltrifluoroacetona (TTFA), asi como por el malato, que actla
como inhibidor competitivo del succinato (Devlin, 2004).

2.4.3.1.3 Complejo lll. Citocromo c reductasa o Ubiquinona: citocromo ¢
oxidoreductasa

Es wuna lipoproteina multimérica transmembranal formada por dos
monomeros idénticos de 11 cadenas polipeptidicas en mamiferos, mientras que
en la levaduraS. cerevisiae se compone de 9 subunidades proteicas diferentes.
Tres de estas subunidades poseen los grupos prostéticos que participan en el
transporte de electrones del complejo.Todas sus subunidades estan codificadas
en el genoma nuclear excepto el citocromo b, el cual esta codificado en el genoma
mitocondrial, el complejo Il posee una masa de 250 kDa (Monza, 2008).

Las subunidades cataliticas del complejo Ill consisten deuncitocromos
tipob,un citocromo c;y una proteina de Rieske o proteina Fe-S(Karp, 2006). La
subunidad citocromo b alberga dos grupos hemo tipo b (b y by),mientras que la
subunidad citocromo c; tiene un grupo hemo tipo c (ci1), y la proteina de Rieske
posee una agrupacion de dos atomos de hierro y dos de azufre(Fe,.S,) (Monza,
2008).

El complejo Il cataliza la transferencia de electrones del ubiquinol (forma
reducida de la ubiquinona CoQH; o UQH,) al citocromo c. Por cada par de
electrones que se transfiere al complejo Il se bombean cuatro protones a través
de la membrana, dos provienen de la molécula de ubiquinol que ingresdal

15



COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL RESVERATROL Y EL BHT EN EL ENVEJECIMIENTO DE LA
MUTANTE Gpx2A DE Saccharomyces cerevisiae

complejo y dos provienen de la matriz y se transfieren hacia una segunda
molécula de ubiquinol (Devlin, 2004).

El complejo es inhibido por antimicina A,la ilicicolina H y la funiculosina, que
actuan en el sitio de reduccién del citocromo by (Nicholls, 1987), y por el mixotazol
y la estigmatelina, que actian en el sitio de reduccion de la quinona (sitio Qj)
(Robinsonet al., 1993).

2.4.3.1.4 Complejo IV. Citocromo c oxidasa.

El complejo IV es un homodimero. El nucleo de la enzima esta compuesto

de tres subunidades mayores mas hidréfobas; las subunidades I, Il y 1l (Voet y

Voet, 2009).Este complejo contiene 4 cofactores redox activos: dos atomos de

* que forman el sitio denominado Cua, un hemo tipo ay un centro binuclear

hemo az-Cug (Roskoski, 2003).La enzima presenta tres centros metélicos redox

inactivos (Mg®*, Zn®* y Na*). El papel de los sitios metalicos inactivos en la catélisis
se desconoce (Cortés Rojo, 2005).

Este es el paso final del transporte de electrones, por la transferencia sucesiva de
electrones del citocromo c reducido al oxigeno. Por cada molécula de oxigeno
reducida se captan ocho protones de la matriz, de los cuales cuatro se consumen
en la formacion de dos moléculas de agua y el resto se translocan a través de la
membrana hacia el espacio intermembranal (Karp, 2006).En estudios
espectroscopicos se ha observado que la transferencia electrénica del complejo IV
es lineal dado que procede desde el citocromo ¢ hasta el centro Cup, luego hasta
el hemo a y por ultimo hasta el hemo a3 y el Cug; estos grupos redox forman
realmente un complejo binuclear simple (Voet y Voet, 2009).Este complejo se
inhibe por cianuro, azida, 6xido nitrico y monoxido de carbono (Roskoski, 2003;
Voet y Voet, 2006).

Espacio

intermembrana P -

COOOCOQO [ reslOOODOOr By ‘coe JU \)QL OB
f | = Cug

Membrana l g J

mitocondrial FMN = Cyt by, C n a
» A
interna ‘ ‘ FoS ?\_/ Q
P \l ag CuB YOO
RS0\ \/ DOPOSE DEX L EXEEEK
Matriz Z
NADH Complejo 1 Complejo ITI 40, + ZH:)’ Complejo IV
H,O

Esquema 1.5 La cadena de transporte de electrones.El diagrama indica las vias
de transferencia electronica (negro) y la translocacion de protones (rojo).Los
electrones se transfieren entre los complejos | y Il mediante la coenzima Q soluble
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en la membrana y entre los complejos Il y IV por la proteina citocromo ¢ de la
membrana periferica.El complejo |l transfiere electrones desde el succinato hacia
la coenzima Q. Tomado de(Koolman, 2004).

2.4.3.2 F1Fo-ATPsintasa

A la F1Fo-ATP sintasa se le representa como un motor molecular debido a su
mecanismo catalitico (Esquema 1.5). También se encuentra ancladaala
membrana mitocondrial interna. Es una proteina transmembranal multimérica en
forma de hongo, con una masa molecular total de 450 KDa (Monza, 2008; Voet y
Voet, 2009). Este complejo estda formado por dos unidades funcionales: una
cabeza F; esférica y soluble (Young et al., 2003), la cual esta involucrada en el
movimiento de la enzima durante la catalisis y una seccidon basal, llamada Fo,
incrustada en la membrana interna. F; y Fo se conectanmediante un tallo central y
uno periférico, las cuales se mantienen estaticas durante la sintesis de ATP y a su
vez mantienen fijas a las subunidades cataliticas (Estrada-Cano et al., 2011).

a. Fo. Es una proteina transmembrana insoluble en agua que contiene hasta
ocho tipos diferentes de subunidades.Contiene un canal proténico desde el
espacio intermembranal a la matriz (Voet y Voet, 2009; Karp, 2006). En
presencia de oligomicina, un antibiético que se une a este canal, no ocurre
el pasaje de H*, y por lo tanto se inhibe la sintesis de ATP (Monza, 2008).

b. Fi. Es una proteina de membrana periférica soluble en agua de cinco tipos
diferentes de subunidades que se disocian con facilidad de Fopor
tratamiento con urea. Las subunidades a y B se disponen en forma
alternada con la apariencia de gajos de naranja (Karp, 2006).Tiene forma
de hongo en su parte superior. Contiene las unidades cataliticas de la
ATPasa, que en presencia de Mg?* cataliza la hidrélisis lenta que permite
sintetizar el ATP a partir del ADP y P reaccién que no es inhibida por la
oligomicina (Voet y Voet, 2009; Roskoski, 2003; Monza, 2008).EI antibiotico
Aurovertina inhibe la union del ADP con F; (Lehninger, 1972).

La sintesis de ATP esta acoplada a un gradiente electroquimico de protones,
gue es generado por los complejos enziméaticos de la CTE durante la oxidacién de
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sustratos. Cuando los protones atraviesan la membrana por un conducto formado
en el dominio Fq (entre las subunidades a y c) provocan un giro de un anillo de
proteolipidos formado por la subunidad c¢ (Esqg.1.5). Esta rotacion hace girar al tallo
central (subunidades g y €) en movimientos de 120°, provocando cambios
conformacionales consecutivos en las subunidades cataliticas (subunidades a 'y B)
e induciendo la union de sustratos (ADP + Pi), la sintesis de ATP y su liberacion
(2) (Estrada- Cano et al., 2011).

‘y 4 H*\r‘t‘)/xlx\,,,]/ - 7
';‘ '|‘ |: v \

H" H’ H#

Esquema 1.5 El mecanismo catalitico de la ATP sintasa. (A) Los protones
atraviesan la membrana del lado P hacia el lado N a favor de su gradiente
electroquimico, por un conducto formado entra las subunidades a y ¢, provocando
un giro de 120° en la subunidad y, que a su vez produce cambios
conformacionales en las subunidades cataliticas. (B) Las tres subunidades
cataliticas B adquieren conformaciones diferentes durante la sintesis de ATP:
abierta, semiabierta y cerrada. Cuando la subunidad pasa del estado cerrado al
abierto se libera una molécula de ATP, y a su vez se captan las moléculas de ADP
y fosfato (2). Con estos sustratos, la subunidad f cambia a una conformacién
semiabierta, donde se lleva a cabo la reaccion de formacion del ATP, y
posteriormente uno de los sitios cataliticos se abre para liberar el producto. Este
ciclo se repite en forma alterna en las tres subunidades B de la ATP sintasa.
Tomado de (Estrada- Canoet al., 2011)

2.4.4 Fosforilacion Oxidativa

Este proceso se define como la sintesis endergonica de ATP que se lleva a
cabo en la membrana mitocondrial interna a partir de ADP y P;, catalizado por la
F1Fo-ATP sintasa translocadora de protonesyconducida por el proceso de
transporte de electrones (complejos I-1V) y el bombeo de protones(Young et al.,
2003; Devlin, 2004).
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El ATP tiene unpapel central que como fuente de energia para todos los procesos
endergonicos celulares. Asi, aquellos procesos endergdnicos celulares que tengan
mayor requerimiento de ATP serdn los mas afectados en el caso de producirse
fallos en su produccidon.Los agentes desacoplantes de la fosforilacion oxidativa
permiten la continuacion del transporte electrénico, pero eliminan indirectamente la
conversion del ADP al ATP (Roskoski, 2003), ya que estimulan la velocidad de
consumo de oxigeno de las mitocondrias en ausencia del ADP, ademas provocan
un aumento de actividad hidrolitica sobre el ATP por la reaccién reversa de la
F1Fo-ATP sintasa.

2.5Especies reactivas de oxigeno (ERO) y estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son un conjunto de especies
guimicasreactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en los que
participa el oxigeno.La mitocondria, por tanto, no solo es el principal foco de
produccién de EROde la célula, sino que también resulta ser su primera y principal
diana. La CTE de la mitocondria es el principal sitio de generaciéon de ERO en las
células aerobias eucariontes (Beckman y Ames, 1998). Alrededor del 2-6% del
consumo de oxigeno se destina a la produccion de radical superéxido(O,*) vy el
80% de éste se genera en la mitocondria a nivel de la CTE.

Las ERO se forman por varias fuentes extrinsecas e intrinsecas. Diversos
factores tales como la presencia de inhibidores del transporte de electrones,
aumentos en la concentracion mitocondrial de calcio y de metales de transicion,
defectos genéticos de las proteinas que constituyen la CTE, entre otros, pueden
generar una condicion de estrés oxidativo en donde la produccion de ERO
sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula (Halliwell et al., 1992).La
inhibicion quimica de los complejos | y Il causa un incremento muy marcado en la
formacion de ERO por lo cual, cualquier alteracion en la funcién de la CTE puede
ser dafiina para la célula.La generacion de O, en el complejo Il se debe a la fuga
de electrones en el sitio quinol reductasa (Q;) del complejo lll, el cual esta formado
por dominios del citocromo b cerca del hemo by.La generacién de ERO aumenta
por inhibidores del sitio Q; como la antimicina A, debido a la inhibicién 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 reduccion parcial del O, a O,"(Cortés Rojoet al., 2009).

El O, generado puede liberarse al espacio intermembranal a través de poros
en la membrana ya que no es capaz de atravesar las membranas biologicas
mientras que el H,O, si es capaz de hacerlo (Cortés Rojo et al., 2005)
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Esquema 1.6 Diagrama de la CTE y la produccion de ERO. El esquema muestra a
los complejos | y Ill como los principales generadores de ERO, los cuales dafian
lipidos, carbohidratos, proteinas y ADN mitocondrial, que se encuentran préximos
a su lugar de liberacion. Ademas, los productos de la peroxidacion lipidica incluyen
moléculas altamente reactivas que pueden propagar el dafio oxidativo a lo largo
de la membrana mitocondrial y a otras estructuras del organulo y la célula
(Tomado de Hulbert et al., 2007b).

Las ERO son compuestos que se derivan de la molécula de oxigeno O, por
reduccion quimica parcial.El oxigeno molecular en su forma mas estable (O,, en
esta forma se encuentra en el aire que nos rodea) se puede considerar como un
radical libre pues tiene dos electrones no apareados, con giros paralelos y es un
potente agente oxidante.Sin embargo, para oxidar una molécula no radical y
aceptar un par de electrones, estos electrones deben de tener el mismo giro
(paralelo) para ocupar los orbitales vacantes en el O,. Los electrones de un 4&tomo
o de una molécula no cumplen con este criterio puesto que tienen giro
antiparalelo. Esta restriccion de giro hace que el O, acepte so6lo un electron a la
vez y explica porqué reacciona lentamente con la mayoria de las moléculas no
radicales. Por el contrario, reacciona notablemente rdpido con radicales por
transferencia de un solo electrén (Halliwell y Gutteridge, 2006).Asi, aunque el
oxigeno molecular en su estado basal es poco reactivo, su reduccion parcial
genera ERO, incluyendo el anién superdxido (O,), el peréxido de hidrégeno
(H20), y el radical hidroxilo (OH").La primera reaccién en la reduccién parcial del
oxigeno molecular es la adicion de un electrén para formar O,™. Este puede ser
protonado a pH bajo (pKa = 4.8) para formar el radical perhidroxilo (HO,"). EI O, y
HO," sufren una dismutacion espontanea para producir H,O, (Esquema 1.6). El
H,O; es estable y menos reactivo que el O,". La reaccién del H,O, con algunos
metales de transicién como el fierro o el cobre reducidos (Fe®* o Cu*) a través de
la reaccion de Fenton da lugar a la formacion del radical hidroxilo (HO")el radical
libre con la mayor reactividad conocida(Cortés-Rojo, 2005)
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El HO" es un oxidante muy fuerte y puede iniciar reacciones en cadena de
radicales con una gran variedad de moléculas organicas, esto puede llevar a la
peroxidacion de lipidos, inactivacion de enzimas, y degradacion de acidos
nucléicos. La mayoria de las moléculas biolégicas no son radicales y cuando un
radical libre reacciona con un no radical, se forma un nuevo radical y sucede una
reaccion en cadena (Halliwell y Gutteridge, 2006).
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Esquema 1.7 Quimica de las especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO
normalmente son generadas por una reduccion secuencial del oxigeno
molecular.Tomado de (Deseikan et al., 2005)

La produccién de las ERO puede aumentar en casi cualquier situacion patoldgica
como la diabetes mellitus, ateroesclerosis, el cancer, las cataratas, insuficiencia
renal aguda y cronica, en la dialisis, en la artritis, en la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Alzheimer, la hipertension arterial, enfermedades autoinmunes,
la cirrosis, insuficiencia hepatica y hepatopatia alcohdlica, por mencionar algunas.
En un individuo sano hay una produccion celular baja pero continua de ERO de
alrededor del 0.5% (Albarran-Bravo et al., 2009).Las ERO que producen mayor
toxicidad corresponden al anién superédxido (O27), el hidroxilo (HO"), el peréxido
de hidrégeno (H,05,), el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO").

Para evitar los dafios a biomoléculas por el estrés oxidativoy proteger los
componentes celulares al mantener un adecuado ambiente redox, los organismos
constantemente detectan y se adaptan a cualquier perturbacion mediante distintos
mecanismos de eliminacion y transformacién de laseRO por sistemas enzimaticos
y no enzimaticos (Folch-Mallol et al., 2004).Los sistemas
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enzimaticoscomprendenla superdxido dismutasa (SOD),la catalasa, la glutatién
peroxidasa, entre otros (Robinson 1993).Las sustancias antioxidantes como el
glutatién, las vitaminas C y E, los carotenoides, los flavonoides, las xantofilas y los
licopenos se encargan de reducir las ERO. (Yazawaet al.,2009; Avery et al., 2001).

La alteracion del balance en los mecanismos de produccion y eliminacion
de las ERO, en favor de suproduccion, origina el estado de estrés oxidativo en la
célula. Ademéas de provocar dafios celulares, el estrés oxidativo influye en la
regulacion de ciertos genes involucrados en la aceleracion de los procesos de
envejecimiento, en la activacién de rutas de apoptosis y de distintas respuestas
de defensa frente al estrés oxidativo.

2.6 La peroxidacion de lipidos en el proceso del envejecimiento

Los lipidos poliinsaturados son las macromoléculas mas susceptibles al
dafio oxidativo por ERO. El radical O, y el H,0,, aunque carecen de la reactividad
necesaria para atacar a los lipidos, en presencia de metales de transicién generan
un dafio importante en las membranas a través de la formacién 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 (Cortés
Rojo, 2009). La lipoperoxidacion es una consecuencia natural de los procesos
metabdlicos en la célula, que ocurre tanto en plantas como en animales. Involucra
reacciones de iniciacion, propagacion, y terminacion, la formacion 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 (Esquema 1.8).

Este proceso es generalmente promovido por un radical hidroxilo, el cual
extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos metilénicos de la cadena
hidrocarbonada de un &cido graso diénico, dando lugar a la formacion de un
radical lipidico, el cual rapidamente sufre un reordenamiento molecular,
produciendo un dieno conjugado que reacciona con oxigeno molecular generando
un radical hidroperoxilo, que a su vez extrae un atomo de hidrogeno de un
carbono metilénico de otro acido graso poliinsaturado para asi formar nuevamente
un radical lipidico, combindndose con otra molécula de oxigeno, continuando asi
una reaccion en cadena (Rivera-Cabrera,2005; Suwalsky, 2006; Adonis,
2002)(Esquema 1.8).
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Esquema 1.8 Proceso de la peroxidacion lipidica.

Como se ha comentado anteriormente, se han relacionado numerosos
procesos de deterioro con el envejecimiento, como el ocasionado en el ADN
mitocondrial, afectando directamente a la CTE. Es indiscutible que los radicales de
oxigeno generados por el metabolismo celular, pueden atacar a todos los tipos de
macromoléculas: proteinas, acidos nucleicos y lipidos integrantes de las
membranas, si bien es cierto que la peroxidacion lipidica es cuantitativamente el
proceso mas importante. Este hecho es debido a la alta susceptibilidad a la
oxidacion de los acidos grasos altamente insaturados.

Esta susceptibilidad viene determinada por dos factores fundamentalmente.
El primero es que el oxigeno y muchos radicales libres son méas solubles en las
bicapas lipidicas que en medios acuosos (Moreau et al., 2005).El segundo es que
la presencia de dobles enlaces en la cadena carbonada de los acidos grasos
incrementa exponencialmente la susceptibilidad de éstos a ser dafiados por ERO.
El blanco principal de las ERO en los &acidos grasos son los carbonos con enlaces
simples entre dos carbonos con dobles enlaces (Halliwell y Gutteridge, 2007). Por
tanto, cuantos mas dobles enlaces tengaun acido graso, mayor sera su
susceptibilidad a ser dafiado.

Durante el estrés oxidativo, uno de los principales blancos de dafio son las
colas hidrofébicas insaturadas que componen a los lipidos de las membranas

23



COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL RESVERATROL Y EL BHT EN EL ENVEJECIMIENTO DE LA
MUTANTE Gpx2A DE Saccharomyces cerevisiae

mitocondriales. Por ejemplo, en particulas submitocondriales de corazén de bovino
(Forsmark-Andreé et al., 1997) y en sinaptosomas de rata (Cardoso et al., 1999),
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 I, Il y Il asicomo sus actividades cataliticas. Asimismo, los complejos | y
[l de mitocondrias de corazén de ratasujeto a un proceso de isquemia-reperfusion,
sufren una disminucion en su actividad asociada con una disminucion en el
contenido de cardiolipina, por lo que los dafios en estos complejos son atribuidos a
la oxidacion de este fosfolipido (Paradies et al., 2002; Petrosillo et al., 2003).

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 algunos procesos esenciales que dependen del funcionamiento de la
CTE tales como la sintesis de ATP, el transporte de metabolitos e iones o el
bombeo de protones (Nicholls y Ferguson, 2002), provocando como resultado final
el colapso de la célula.

2.7El envejecimiento y el grado de insaturacién de los &cidos grasos que
componen las membranas.

La teoria de los radicales libres del envejecimiento postula que la utilizaciéon
de oxigeno durante el metabolismo oxidativo causa dafio acumulativo que
conduce al deterioro progresivo de las funciones celulares, la senescencia y la
muerte (Harman, 1956; Hulbert et al., 2007).Los estudios realizados en varios
organismos, incluyendo seres humanos, han demostrado que la alteracion en la
funcion de los complejos de CTE se produce en paralelo al envejecimiento
progresivo (Cooper et al.,1992; Bowling et al., 1993).

El aumento de la sensibilidad de la peroxidacion de lipidos puede perjudicar
el funcionamiento de la CTE y aumentar la generacion de ERO durante el
envejecimiento, varios estudios han demostrado que los productos finales de la
peroxidacién lipidica como malondialdehido y 4-hidroxinonenal disminuyen las
actividades de todos los complejos CTE (Long et. al., 2009; Lashin et. al., 2005;
Picklo et. al., 1999; Chen et. al., 1998; Kaplan et. al., 2007).

La susceptibilidad de las membranas bioldgicas a la peroxidaciéon depende
en gran manera del grado de insaturacion de los lipidos que las componen, siendo
mayor su susceptibilidad conforme aumenta el numero de dobles enlaces
(Pamplona et al., 2000). Por lo tanto, la vulnerabilidad de la CTE a la inhibicién por
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el ataque de ERO podria ser atenuada al disminuir el grado de insaturacion de los
acidos grasos de las membranas lipidicas. La preservacion de la funcionalidad
mitocondrial durante el estrés oxidativo se podria traducir en una mayor capacidad
de la célula para sobrevivir a los efectos nocivos del estrés oxidativo.
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Esquema 1.9Relacion entre el grado de insaturacion de los lipidos que componen
de las membranas con la susceptibilidad a la lipoperoxidacion en la determinacion
de la longevidad. Tomado y modificado de (Hulbert et al., 2007).

Se ha determinado que el namero total de dobles enlaces de los acidos
grasos (el indice de dobles enlaces) de membrana correlaciona negativamente
con el tamafo corporal en los mamiferos (Coutreet al., 1995). Después, se
observo que las aves, que son mucho mas longevas que los mamiferos, también
tienen un menor indice de dobles enlaces que los mamiferos de igual tamafio
corporal y tasa metabdlica (Pamplona et al., 1996). Por ejemplo, en una
comparacion entre 8 especies de mamiferos con maxima longevidad entre 3,5 y
46 afos, se observd una correlacion negativa entre el la longevidad maximay el
indice de peroxidabilidad(PI, un parametro que estima la susceptibilidad de una
membrana a la peroxidacion) de membranas mitocondrialesde higado. Esto se
atribuy6 a un menor contenido en la proporcién de acido docosahexaendico
(C22:6) (un é&cido graso altamente peroxidizable) en los organismos con mayor
longevidad maxima y viceversa (Pamplona et. al., 1998).

Los acidos grasos insaturados son las macromoléculas méas sensibles al
dafio 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
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aumentael nimero de dobles enlaces por molécula. Por lo tanto, se hipotetizé que
el bajo indice de dobles enlaces del corazén, el musculo esquelético, el rifién y el
higado de los animales longevos (Pamplonaet al., 2002) protegeria a sus tejidos
frente a la peroxidacion lipidica de forma constitutiva tanto si tienen tasas
metabdlicas bajas (como los mamiferos de gran tamafio corporal) o altas (como
las aves). Esto fue lo que se encontré6 cuando se estudio la intensidad de la
peroxidacion lipidica en estas especies (Esq. 1.10).
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Esquema 1.10.Se muestra la correlacion entre el indice de peroxidabilidad de
fosfolipidos de mitocondrias de higado con A) la masa corporal yB) la longevidad
maxima de los mamiferos. Tomado de (Hulbert et al., 2007).

Los productos de la peroxidacion lipidica también pueden modificar
covalentemente otros tipos de macromoléculas como las proteinas, causando
alteraciones en su estructura y funcién. De acuerdo con esto, se ha observado que
los niveles de malondialdehido-lisina y carboximetil-lisina, dos marcadores de
dafio lipoperoxidativo en proteinas, en mitocondrias de corazénson menores en
los mamiferos y aves longevos, que tienen también un bajo grado de insaturacion
ensus acidos grasos, que en los que envejecen rapidamente(Pamplonaet al.,
2002). Este bajo grado de insaturacion de los animales longevos no se debe a la
dieta (un factor exégeno). Por el contrario, se trata de un parametro regulado
homeostaticamente a un nivel distinto en cada especie segun cual sea su
longevidad maxima (Pamplonaet al., 2002). Por otra parte, los analisis detallados
de la composicion en acidos grasos indican que la causa principal del menor
namero de dobles enlaces de las especies longevas es la bajaactividad delta-5 y
delta-6 desaturasa (Pamplona et al., 2002), que son limitantes para la biosintesis
de 4&cidos grasos muy insaturados de cadena larga como el acido
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araquidénico(con cuatro doble enlaces por molécula) y el acido docosahexaenoico
(con seis dobles enlaces) a partir de sus precursores menos insaturados.

Se ha observado que al aumentar experimentalmente el grado de
insaturacion de las membranas celulares se produce un aumento del dafio
oxidativo no sélo a lipidos sino también a proteinas y al ADN mitocondrial en
cerebro de rata (Pamplona et al., 2004).Estas evidencias sugieren que un Pl bajo
puede contribuir a extender la longevidad al disminuir laproduccion mitocondrial
de ERO y los dafios porla peroxidacionlipidica.Otra linea de evidencia que también
apoya el papel de la peroxidacion lipidica en el envejecimientoes la acumulacién
en células post-mitéticas de individuos envejecidose lipofuscina, un pigmento no
degradable que es el resultado de la reaccién entre los lipidos dafiados
oxidativamente y proteinas (Terman y Brunk, 2004), siendo su acumulaciéon mas
rapida en organismos con longevidades mas cortas (Nakano et. al., 1995).

2.8Acidos grasos

Los acidos grasos son acidos monocarboxilicos de cadena larga, que
generalmente contienen un numeropar de &tomos de carbono, normalmente entre
8 y22.(Rodriguezet al., 2005).

Los acidos grasos poliinsaturados esenciales son de vital importancia debido a
que:

e Son necesarios para la estructuracion y la correcta funcionalidad de las
membranas celulares.

e 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.

e Son precursores de otros acidos grasos tales como el &cido
araquiddnico (precursor de las prostaglandinas) (Brena, 2002).

2.8.1 Acido a-linolénico (ALA)

El &cido a-linolénico (ALA) es el &cido graso esencial primario o generador
de la familia n-3. Cuenta con 18 atomos de carbono y posee tres dobles
enlaces.(FAO y FINUT 2012) (Esquema 1.11). Sele consideraunacido graso
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esencial que serequereen ladieta, debido a que cuerpo humano no lo produce. El
ALA juega papeles importantes en la salud humana (Morris,2007).

El primer doble enlace del ALA se encuentra en el tercer atomo de carbono
partiendo del extremo metilo de la cadena de acidos grasos, de ahi el nombre de
n-3.El ALA también puede ser desaturado y elongado para formarotros acidos
grasos n-3.El ALA se encuentra sobre todo en las plantas y presenta mayores
concentraciones en algunas semillas y frutos secos y en algunos aceites
vegetales(FAO y FINUT 2012).El cuerpo humanoutiliza ALA para generar energia
en forma de ATP, para la formacion de cuerpos cetonicos y se almacena en el
tejido adiposo para cubrir necesidades futuras de energia (Morris,2007).

El ALA se incorpora en los triacilgliceroles (triglicéridos) y los fosfolipidos de
las membranas de las células, en donde afecta la manera en que los nutrientes
son transferidos dentro y fuera de la célula y como las células se comunican unas
con otras (Morris,2007).

O

15 9
13 linolenico {18:3) w-3

12

Esquema 1.11. Estructura quimica del ALA.

2.8.2 Acido araquidénico (AA)

El acido araquidénico (AA)o acido eicosatetraenoico,es un acido graso no
esencial porque el organismo lo puede sintetizar a partir del acido
linoleico (poliinsaturado de la serie n-6).Es el acido graso poliinsaturadomas
importante de la familia n-6 porque es el precursor principal de los eicosanoides
derivados de dichafamilia.El AA esta formado por una cadena de 20 carbonos con
cuatro dobles enlaces cis en las posiciones 5, 8, 11 y 14 (C20:4 n-6 (5,8,11,14))
(Esquema 1.13).Es el precursor de los prostanoides (prostaglandinas vy
tromboxanos) de la serie 2 y de los leucotrienos de la serie 4. (Rodriguezet al.,
2005).
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Esquema 1.12. Estructura quimica del AA.

2.9Antioxidantes

Para prevenir y proteger a los componentes celulares del dafio inducido por los
radicales libres, ERO y otras especies reactivas, los organismos aerobios han
desarrollado un elaborado mecanismo de defensa denominado sistema de
defensa antioxidante (Halliwell, 2006).Un antioxidantees aquella especie quimica
gue tiene como funcién retardarprevenir o eliminar el dafio oxidativo causado por
las ERO en otras moléculas(Halliwell, 2006). Los sistemas antioxidantes trabajan
mediante dos tipos de mecanismos que permiten eliminar los excesos de ERO,
mediante la proteccidbn estequiométrica y la catalitica.La proteccion
estequiométrica consiste en la neutralizacién por medio de moléculas pequefias
gue inactivan una o dos moléculas de especies reactivas(Esq. 1.13). La proteccién
catalitica se produce con enzimas que inhiben las reacciones de oxidacién y evitan
la formacion de ERO (Lozada y Garcia, 2009).

e oH*

50— 0@

Antioxidante Especie Radwcal Especie
radical derivada del radical
anlioxidante  rnas estable

Esquema 1.13. Mecanismo antiradical de las moléculas antioxidantes. Tomado de
(Casadevall, 2009).

Los sistemas antioxidantes o mecanismos de defensa que ha desarrollado
losorganismos para protegerse de los ataques oxidativos, pueden clasificarse en
funcion de su origen en sistemas antioxidantes endogenos, enzimaticos, y no
enzimaticos y sistemas antioxidantes exdgenos, que se adquieren a través de la
dieta.
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Sistemas de defensa antioxidantes end6genos:

Sistemas enzimaticos

Superoxido dismutasa (SOD)transforma el oxigeno en peroxido de
hidrégeno (H.05).

Glutation peroxidasa (GPX): es una enzima dependiente de selenio que
cataliza la reduccion de hidroperoxidos, pueden actuar como aceptor del
tert-butilhidroperéxido, el cumeno hidroperéxido y el hidroperédxido del acido
linoleico.También cataliza la reduccion del H,O, y de hidroperdxidos de
lipidos utilizando el glutatién reducido (GSH)como donador de electrones.

Catalasa (CAT): es una enzima ampliamente distribuida en bacterias
aerobias, plantas y animales, localizada en los peroxisomas y las
mitocondrias, la cual convierte al H,O, en O, y H,O; con donadores de
hidrogeno como metanos, etanol y fenoles presenta actividad peroxidasa.
(Céspedes et al., 2000; Avery, 2001).

Sistemas no enzimaticos

El tripeptido glutation (GSH) en su forma reducida, es el antioxidante que se
encuentra en mayor concentracion dentro de la célula. Actia como cofactor
de la GPx para detoxificar H,O, y es capaz de interaccionar directamente
con las ERO.

La bilirrubina y el acidourico se han propuesto como antioxidantes al unirse
a metales e impedir reacciones tipo Fenton. El &cidodrico también es
eficiente protegiendo contra el Oz el NO'y las especies reactivas del
nitrogeno (ERN).

La histidina y otros compuestos de la misma familia que eliminan EROpor
secuestro directo de radicales, uniéndose al H->0O,, eliminando O, o
uniéndose metales de transicion.

La hormona melatonina, que atrapa una gran variedad de EROademas de

estimular la sintesis de importantes enzimas antioxidantes (SOD, GPx)
(Céspedes et al., 2000; Avery, 2001).
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Sistema de defensa antioxidante exdgenos

e Proteinas: Un déficit de proteinas en la dieta provocaria una disminucion en
el aporte de amino&cidos como glutamina, cisteina y arginina constituyentes
de las enzimas antioxidantes, lo que causaria una sobreproduccion de
radicales libres por disminucién de estas enzimas.

e Lipidos: la ingesta de acidos grasos w-3 disminuye el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, ya que parecen actuar como inhibidores
de la produccion de las ERO aumentando la expresion de genes
antioxidantes.

e Vitaminas: ciertas vitaminas inhiben la produccion de o6xido nitrico(NO) y
otras actian como secuestradoras de EROy reguladoras de la actividad de
las enzimas antioxidantes.Destacan la vitamina E, que inhibe la formacion
de EROinducida por radicales lipidicos y la vitamina C, una eficaz
secuestradora de ERO.

e Fitoquimicos: carotenoides, licopenos, estilbenos (resveratrol), flavonoides,
glucosinolatos.

2.10 Resveratrol

El resveratrol (5 - [(E) -2- (4-hidroxifenil) etenil] benceno-1,3-diol) es un
fotoquimico del grupo de los polifenoles (flavonoides y catequinas), un tipo de
fenol natural, y una fitoalexina presente en las uvas y en productos derivados
como vino ymosto, también en frutos secos, oliva, Poligonum cuspidatum, frutos
del bosque y en otros alimentos como las ostras, los cacahuates y las
nueces,especialmente las raices de la sanguinaria mayor japonesa.Se encuentra
en mas de 70 especies vegetales y se sintetiza en repuesta a situaciones de
stress (p. e€j., radiacion ultravioleta o infecciones fungicas)(Aggarwal vy
Shishodoa,2006).

El resveratrol posee propiedades antioxidantes y antiinflamatorias y por lo
tanto,puede tener un potencial en el tratamiento de diversas enfermedades como
las cardiovasculares, cancer, diabetes, enfermedad de Alzheimer y enfermedades
autoinmunes. Por lo tanto, los alimentos y bebidas que contienen esta sustancia
se consideran saludables o recomendables para la salud (Aurieksonet al.,2008;
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Baur et al.,2006; Blanchetet al.,2008; Dudleyet al.,2008; Kominaet al., 2008;
Millan et al., 2007; Stefaniet al., 2007).

2.10.1 Propiedades quimicas y fisicas del Resveratrol

El resveratroles un polvo de color blanquecino (a partir de MeOH) con un
punto de fusion de 253-255 ° C, su férmula molecular es Cy4 Hi» O3 y su peso
formulaes de 228.25g/ mol. (Aggarwal y Shishodoa, 2006).El esqueleto estructural
esencial de la molécula se compone de dos anillos aromaticos unidos por un doble
enlace estireno (Esq. 1.14).

Esquema 1.14.Estructura quimica del Resveratrol (Howitz K et al.,2003).

La presencia del doble enlace facilita las formas isoméricas del resveratrol transy
cis.El isbmero trans-resveratrol ha demostrado ser la forma biol6gica mas activa
de resveratrol.Se ha reportado que el trans-resveratrol en forma de polvo es
estable bajo condiciones de estabilidad acelerada de 75% de humedad y 40°C en
presencia de aire (Aggarwal y Shishodoa, 2006).

2.10.2 El resveratrol y el envejecimiento

Diversos estudios han mostrado que el resveratrol promueve la
supervivencia y la longevidad, lo cual ha abierto lineas de investigacion sobre los
efectos del resveratrol y moléculas relacionadas en la mitigacion de enfermedades
humanas relacionadas con la edad tales como laneurodegeneracion, la
carcinogénesis y la arteriosclerosis (Ferguson, 2001; Janget al.,1997; Middleton,
2000).

El resveratrol prolonga significativamente la longevidad de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Howitzet al.,2003).Estudios posteriores demostraron
que el resveratrol también prolonga la longevidad del gusano Caenorhabditis
elegans y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Tissenbaumet. al.,2001).
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2.10.3 Posibles mecanismos mediante los cuales actla el resveratrol en el
envejecimiento

Son muy conocidas las propiedades de antioxidantes del resveratrol y
desde hace tiempo, se descubri6 que estepolifenolactia probablemente
estimulando una familia de genes denominados SIRT que silencian el ADN o parte
de él a través de las acciones de las sirtuinas, las cuales son desacetilasas de
histonas que previenen el envejecimiento celular. Se conocen actualmente 7 tipos
de estos genes (SIRT1-SIRT7) (Sinclair et al.,2005;Mikhailet al.,2007;Pallaset
al.,2008; Westphalet al.,1991).

Las sirtuinas son reguladores universales del envejecimiento de todos los
organismos vivos, permiten que las células sobrevivan al dafio y demoran el
envejecimiento de la célula misma.Operan como guardianes de las células
protegiendo sus estructuras y previniendo las enfermedades caracteristicas del
envejecimiento tales como las enfermedades neurodegenerativas,la diabetes, el
fotoenvejecimiento, la arterioesclerosis y otras(Rampoldi et al., 2010). Uno de los
mecanismos de accion de estas proteinas es a través de lamodulacion dela accién
del gen P53, denominado “el guardiandel genoma”, que se encuentra en el brazo
corto del cromosoma 17 y resulta esencial para inducir la respuesta de la célula
ante el dafio del ADN.EI camino hacia la apoptosis o la sobrevida de la célula, esta
regulado por un complejo mecanismo de activacién o inhibicion de las sirtuinas,
las cuales actian a través de la modulacién de la accion del gen p53. Mdltiples
estudios comprueban el papel del resveratrol en estos mecanismos (Kruszewski et
al.,2005;Rayalam et al.,2008; Yamamoto et al.,2007).

La accion de las sirtuinas se desarrolla sobre las proteinas histonas, que
forman “carretes, bobinas o selenoides” donde se envuelven las cadenas de
ADN.Las histonas protegen el ADN celular, su accion en la zona de los telomeros
del cromosoma evita un rapido acortamiento de los mismos, lograndose de esta
manera una mayor sobrevida de las células.(Mikhail et al., 2007; Westphalet
al.,1991).Estos “carretes o bovinas” protegen y controlan el acceso al propio ADN,
evitantando que se dividan los telomeros, ya que en cada division se pierden de
50 a 70 nucledtidos.El acortamiento de los telomeros es cada vez mayor a medida
gue se envejece, por lo que la proteccion del mismo juega un papel fundamental
en el envejecimiento.

Inicialmente, se considerd la posibilidad de que la estimulacién de SIRT1
podria simplemente representar un mecanismo de reparacion oxidativa. Se
desestimé estaexplicacion con baseen tres observaciones.
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e Una variedad compuestos protectores contra las acciones de los radicales
libres, incluyendo antioxidantes, quelantes y atrapadoresde radicales no
lograron estimular a SIRT1.

e Entre los diversos polifenoles con capacidad antioxidante equivalente,se
observé unadiversa actividad estimulante de SIRT1 (Stojanovicet al., 2001).

e El resveratrol puedeestimular la actividad de las sirtuinas in vivo. (Howitz et
al., 2003)

Estos datos indican que el efecto del resveratrol sobre las sirtuinas puede ser méas
relevante que su actividad como antioxidante (Ferguson et al.,2001; Middleton et
al.,2000).

2.11 Acido ascérbico

El acido L-ascorbico o vitamina C (CgHgOg), también conocido como acido
cevildmico o antiescorbutico, es la forma enol de la 2-ceto-1-gulofurano lactona. La
vitamina C esta presente en frutas (citricos, fresas, melones, pifia, platanos y
uvas), en vegetales (coles de bricelas, esparragos y espinacas) y productos
animales tales como carne, higado y leche(Levineet al.,1995).

La vitamina C Interviene en muchas reacciones metabdlicas importantes.
Es esencial para la formacion de las encias y su deficiencia produce anemia,
deficiencias en la cicatrizaciobn de heridas y susceptibilidad a las infecciones.
También es importante en el metabolismo de carbohidratos y en el control de los
procesos infecciosos (Arilla, 1995; Beyer et al., 1994; Roseet al., 1996)

2.11.1 Propiedades quimicas y fisicas del Acido ascérbico

El acido ascérbico es un cristal incoloro, inodoro, sélido, soluble en agua,
con un &cido.Tiene caracteristicas reductoras por sus grupos protonados.Es
hidrosoluble y termolabil y se oxida en el aire con facilidad, su temperatura de
fusidn es de 189-192 °C.La mayoria de las reacciones metabdlicas del acido
ascorbico se deben a su fuerte potencial reductor (Arilla, 1995).Su actividad
antioxidante deriva del desplazamiento de acido L-ascorbico a su forma oxidada
L- dehidroascorbico (Esquema 1.16). Esto también habilita a la molécula para
combatir radicales oxidativos (O," y OH’) y los radicales acuosos como el
oxigenosingulete. (Arilla, 1995; Beyer et al., 1994; Rock et al., 1996).La vitamina C
tiene dos valores de pKa y sugrado de ionizaciébn va a influir en la forma
antioxidante:entre mas ionizado se encuentre mayor probabilidad tendra de ser un
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antioxidante.Las dos formas moleculares principales del &cidoascoérbico se
encuentran en equilibrio y ambas presentan actividad biol6gica(Arilla,1995).

OH Ol
HO ] Q HO 0
HO OH 0 0
L- Ascéabico L-Dehidroascérbico

Esquema 1.15.Formas moleculares en equilibrio del acido ascorbico.Tomado de
(Arilla, 1995).

2.11.2 Acido ascorbico y el envejecimiento

Son diversoslos estudios cientificos que demuestran cdémo algunos
nutrientes antioxidantes, entre los cuales destaca el acido ascoérbico, contribuyen a
la defensa de algunas patologias degenerativas, neoplasias, enfermedades
cardiovasculares, cataratas y envejecimiento cutaneo(Alessandrini,2013).

El acido ascérbico desempefia un papel esencial en la sintesis de
coldgenoen el organismo. Esto, aunado a sus propiedades como agente
antioxidante, contribuyeen laprevenciéon delos dafios a la piel provocados por la
radiacion solar o por la exposicién a ciertos contaminantes atmosféricos. Por otro
lado, el acido ascorbico interviene en el proceso de transformacién de la prolina en
hidroxidoprolina, constituyente esencial del colageno. EI aumento local de esta
vitamina significa por tanto favorecer de forma significativa la produccion del
colageno; por consiguiente se verifica una mejora de la elasticidad cutanea y una
mayor resistencia de la pared de los vasos capilares. Otra de las acciones del
acido ascorbico es neutralizar los radicales libres y regenerar la vitamina E: ambas
acciones conducen a una disminucion en la formacion de los lipoperoxidos.
Ademas, el 4cido ascorbico aplicado localmente previene la formacién de posibles
tumores cutaneos debidos a los dafios provocados en el ADN por los rayos UVB.
(Alessandrini, 2013)

El acido ascorbico disminuye de forma consistente con el paso del tiempo; de
hecho, el envejecimiento cutaneo presenta una disminucién de la microcirculacion
dérmica, con la consiguiente reduccion en la aportacién de substancias nutritivas a
las células y, por tanto, del mismo acido ascorbico.(Riveros Rosas, 2003).
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2.12Butilhidroxitolueno (BHT)

Es un antioxidante sintético procedente de la industria petrolera, reciclado
su uso como aditivo alimentario. Se utiliza practicamente siempre mezclado con el
butilhidroxianisol (BHA).Aparte de poseer actividad antioxidante, también posee
actividad antiviral y antibidtica(Brooks, 2014).

2.12.1 Caracteristicas fisicas y quimicas del BHT
El BHTtiene la formula molecular C15H240, es un polvo sélido, cristalino, de

color blanco y de olor suave con un punto de fusion de 68°C,un punto de
ebullicion 265 °C y una densidad de 1,01 g/cm3. Es soluble en lipidos.

(CH3)sC C(CHs)s

CHa

Esquema 1.16.Estructura quimica del BHT. Tomado de (Brooks, 2014).

2.12.2 EI BHT y el envejecimiento

En 1968, Harman probé el BHT y otras sustancias conocidas por inhibir las
reacciones generadas por los radicales libres sobre el envejecimiento y la
esperanza de vida. En determinados experimentos demostré que, si se administra
a los ratones durante toda su existencia, el BHT permitia aumentar la duracion de
la misma entre un 30 y un 50%. Harman demostré asi por tanto que sustancias
antioxidantes potentes, como el BHT, protegian contra ciertos factores que podian
repercutir en la esperanza de vida, como una susceptibilidad hereditaria al cancer,
una mala alimentacion o incluso el efecto de las radiaciones (Harman, 1968).

El gran poder antioxidante del BHT le confiere asi importantes propiedades «
antiedad », lo que permite luchar contra los perjuicios de los rayos UV, el tabaco y
las radiaciones ionizantes.

2.12.3 Posibles mecanismos mediante los cuales actia el BHT en el
envejecimiento
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La mayoria de los antioxidantes utilizados en la actualidad, son compuestos
fendlicos uno de los cuales es el BHT (Charley, 1998).El BHT es un donador de
protonesque no detienen la formacion de los radicales que se generan en la
oxidacion, sino, al reaccionar con ellos los estabiliza y se producen radicales del
antioxidante que son menos activos, es decir, se consumen en la reaccion y por lo
tanto la estabilidad del lipido siempre dependera de la cantidad residual de aditivo
presente (Belitz y Grosh, 1998).

El BHT inhibe la peroxidacion de lipidos atrapando radicales peroxilo
intermedios que promueven la fase de propagacion de este proceso (Porter,
1986). ElI BHTtiene un efecto protector contra la inhibiciébn inducida por la
peroxidacion lipidica en la CTE de mitocondrias de la levadura S. cerevisiae al
proteger la actividad de los complejos 11l y IV contra los efectos dafiinos del Fe*'y
prevenir el aumento en la formacion de ERO (Cortés Rojo, 2009). Por lo tanto,
dado que la inhibicién de los complejos de la CTE y la consecuente formaciéon de
ERO juegan un papel importante en el envejecimiento, es probable que los efectos
benéficos del BHT estén relacionados con una prevencion del dafio sobre la CTE
y una inhibicion de la formacion de ERO.

2.13Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae, mejor conocida como “levadura de
cerveza”, ha sido estudiado ampliamente dada su importancia en la industria
panadera y vitivinicola a nivel industrial. Este microorganismo puede aislarse con
gran facilidad de plantas y de la tierra (Bouza y Muiioz, 2004; Folch-Mallol et al.,
2004).

S.cerevisiae es un microorganismo unicelular, eucarionteperteneciente al
reino Fungi, sub-reino Amastigomycota donde se agrupan aguellos hongos que
producen esporas sexuales y asexuales y que son habitantes comunes de habitats
terrestres (Talaro,1999). S. cerevisiaetambién es consideradoun hongo dimorfico
pues produce por gemacion células esféricas individuales denominadas levaduras
0 en ausencia de nitrdgeno, estructuras pseudohifales (Gimeno et al., 1992).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 (Roskoskiet al., 2003). Si las
condiciones ambientales son adversas (carencia de nutrientes, bajo pH vy

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cort%26%23x000e9%3Bs-Rojo%20C%5Bauth%5D

COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL RESVERATROL Y EL BHT EN EL ENVEJECIMIENTO DE LA
MUTANTE Gpx2A DE Saccharomyces cerevisiae

temperatura, etc.), la levadura puede entrar en un proceso de reproduccion sexual
o esporulacion(Chiva-Tomas, 2011).

Las levaduras crecen como colonias cremosas similares a las bacterianas
(Bonifaz, 2000). La mayoria son mesofilicas, con una temperatura maxima de
crecimiento entre 24 y 48°C, toleran un rango de pH entre 3 y 10, pero prefieren
un medio ligeramente acido con un pH de 4.5 - 6.5 (Déak y Beuchatet al.,
1996).El genoma de S. cerevisiae es relativamente pequefio, 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 (Chiva-Tomas, 2011).

Las células de S. cerevisiae poseen casi todas las estructuras observadas en
los eucariontes mas complejos, incluyendo mitocondrias, reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi, membrana plasmatica y lisosomas. Ademas, a diferencia de las
células de mamiferos, poseen también vacuolas y una pared celular externa
compuesta principalmente por glucano y manoproteinas (Winston, 1980; Valentin,
1987).También aparece en la pared una pequefia cantidad de quitina (2-4 %)
localizada principalmente en las cicatrices que quedan tras la gemacion (Watson,
2006).

En S. cerevisiae, alrededor del 12% del volumen total de la célula est4 ocupado
por mitocondrias y su numero y estructura sufren extensas modificaciones
dependiendo de los cambios en el ciclo de vida y del estado fisiolégico (Cortés
Rojo, 2005). S. cerevisiae es un microorganismo aerobio facultativo, por lo tanto,
crece bajo condiciones anaerobias en presencia de una fuente de carbono
fermentable, lo que permite obtener células de levadura que pueden crecer aun
con mutaciones en el ADN mitocondrial que causen deficiencias respiratorias
debido al dafio a una o algunas funciones especificas (Contamine, 2000). De este
modo, se puede determinar si la funciébn mitocondrial se encuentra involucrada en
algun fendmeno en particular. S. cerevisiae puede metabolizar la glucosa y la
fructosa tanto por la via respiratoria como por la via fermentativa y es capaz de
crecer en condiciones aerobias o anaerobias (Gonzélez et al., 2007).

Este microorganismo muestra 5 fases de crecimiento bien definidas cuando se
cultiva en medios liquidos con glucosa como fuente de carbono:

e Fase lag (la célula se prepara para dividirse).

e Fase logaritmica (alcanza su maxima velocidad de replicacion y se lleva a
cabo el metabolismo fermentativo).

e Cambio diauxico (al disminuir la glucosa, hay un periodo breve en el que no
hay division y la célula cambia al metabolismo respiratorio).
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e Fase postdiauxica (usan como fuente de carbono el etanol producido en la
fase logaritmica e incrementa su resistencia al estrés gradualmente).

e Fase estacionaria (cuando los nutrientes se han agotado y no hay division
celular, se acumulan carbohidratos de reserva, se alcanza el nivel maximo
de resistencia al estrés y su pared celular se vuelve mas gruesa) (Folch-
Mallol et al., 2004).

Las células de levadura poseen una gran similitud con las células de mamifero
tanto a nivel macromolecular como a nivel de organulos. Algunas proteinas de
levadura han demostrado tener funcionalidad intercambiable con proteinas
altamente homologas humanas. Debido a estas similitudes es que se ha llegado a
utilizar a la levadura como modelo de estudio para entender el mecanismo
molecular hacia la resistencia al estrés oxidativo (Costa et al., 2001).

2.13.1 Composicion de acidos grasos en las membranas biolégicas de S.
cerevisiae

La membrana plasmética mide unos 7 nm de grosor, constituye una barrera
estable e hidrofobica entre el citosol y el medio externo de la célula. Como en
otras membranas, la membrana plasmatica de las levaduras estd formada
principalmente por lipidos y proteinas (Céspedes-Mirandaet al., 2000).

S.cerevisiae contiene en sus membranas Unicamente 4cidos grasos saturados y
monoinsaturados (Cortés Rojo et al., 2009).Los &cidos grasos monoinsaturados
son el &cido palmitoléico (C16:1) y el acido oléico (C18:1) que constituyen un 70-
80% del total, el resto son los acidos grasos saturados &cido palmitico (C16:0) y
acido estearico (C18:0) (Bossie y Martin, 1989). La levadura no sintetiza acidos
grasos poliinsaturados ya que no contiene las enzimas desaturasas necesarias
para la formacién de mas de un doble enlace, como la desaturasa A'? que
produce &cido linoleico ni las elongasas y desaturasas A° y A® para producir
acidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga (Cipack, 2008). La ausencia
de acidos grasos poliinsaturados y la presencia exclusiva de acidos grasos
saturados y monoinsaturados, hacen que las membranas de S. cerevisiae sean
resistentes a la peroxidacion de lipidos, ya que dicho tipo de acidos grasos son
resistentes a este proceso bajo condiciones de temperatura y presion normales.

Estudios anteriores han demostrado que las células crecidas en presencia
deacidos grasos poliinsaturados como el C18:3 losincorporan como su principal
constituyente (92.9%) de las membranas en general, incluyendo la mitocondrial,
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mientras que la concentracion 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 concentracion de 0.72% de C16:1 y 1.15%
de C18:1. Asimismo, se ha demostradoque la incorporacion de C18:3 aumentala
sensibilidad de las levaduras al estrés oxidativo al disminuir su viabilidad en
presencia de inductores del estrés oxidativo como el Fe?* o el H,O,, lo cual da
lugar 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 catalitico del complejo Il (el ciclo Q) (Cortés Rojo et
al., 2009; Devlin, 2006).

2.13.2 Cadena de Transporte de Electrones en Saccharomyces cerevisiae

Las mitocondrias de S. cerevisiae tienen diferencias fisiolégicas con las de
otras especies utilizadas como modelo de estudio; en comparacion con las
mitocondrias de mamifero, las mitocondrias de S. cerevisiae carecen de complejo |
sensible a rotenona, contienenuna citocromo c peroxidasa que cataliza la
reduccion de H,O, y suconstitucion de lipidos de membranas es muy simple en
relacion con eucariontes superiores(Cortés Rojoet al., 2009).

e NADH deshidrogenasas externas e internas

Como se menciond anteriormente; la CTE de S. cerevisiae carece de un
complejo | sensible a rotenona. 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 (Cortés Rojo 2005,
2009). Por lo tanto, la mitocondria de la levadura solo tiene como sitios de
acoplamiento el complejo Il y el complejo IV (Grandier-Vazeilleet al., 2001).

e Complejo Il.- Succinato: ubiquinona oxidoreductasa (succinato
deshidrogenasa).

Tiene la misma estructura y funciones en mitocondrias de mamifero y levaduras.

e Complejo lll.- Citocromo ¢ reductasa, Ubiquinona:citocromoc
oxidoreductasa o complejo citocromo bc;
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En S. cerevisiae, el complejo Il se compone de 9 subunidades proteicas
diferentes, mientras que el complejo de corazén de bovino contiene 11 (Beattie,
2002; Brandtet al., 1994)

e Complejo IV. Citocromo c oxidasa

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 subunidadesque 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 (Cortés Rojo, 2005; Voet y Voet, 2004).

ESPACIO INTERNMENMBRANAL

NADH NAD®

NADH

MATRIZ

Esquema 1.18 Representacion de la CTE de S. cerevisiae; ex, NADH
deshidrogenasas externas; in, NADH deshidrogenasa interna; UBQ, poza de
ubiquinol:ubiguinona; ¢, citocromo c. Tomado de (Cortés Rojo, 2005).

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 (Chiva-Tomas, 2011).

Por otro lado, respecto al dafio oxidativo en la CTE y en vista del menor
grado de insaturacion de los lipidos de membranas mitocondriales de S.
cerevisiae, es factible suponer que el mecanismo de dafio sobre la ETC por el
estrés oxidativo en mitocondrias de levadura podria diferir de lo reportado en
mitocondrias de rata, donde la lipoperoxidacion y la perdida de ubiquinona juegan
un papel primordial (Forsmark-Andreé et al., 1997; Cardoso, 1999; Petrosilloet al.,
2003).

2.13.3 Envejecimiento cronolégico y replicativo en S. cerevisiae
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Los primeros estudios de envejecimiento en levadura datan de hace mas de 50
afios, cuando se demostré su capacidad finita de division (Kaeberleinet. al.,
2007).EnS. cerevisiae se han descrito dos tipos de envejecimiento, el cronolédgico
y el replicativo.

e El envejecimiento cronoldgico se define como la capacidad de un cultivo de
mantener su viabilidad en el transcurso de la fase estacionaria:Las
levaduras entran en una fase estacionaria y se mantienen en dicha fase
durante periodos variables, lo cual incrementa la edad cronoldgica sin variar
el numero de divisiones (Minois et al., 2005).

e El envejecimiento replicativo se define como el numero de células hijas que
una célula madre puede generar durante toda su vida (Reverter-Branchat,
2007): Durante la vida reproductiva de la levadura se puede contar el
namero de células hijas que origina.

La supervivencia post-reproductiva es el tiempo que pasa desde la aparicion
de la ultima célula hija por gemacién hasta la senescencia de la célula madre.

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 (Guarente y
Kenyon, 2000).

Respecto al estudio del papel de la peroxidacion de lipidos en el
envejecimiento y el dafio en la CTE, S. cerevisiae representa un modelo ideal de
estudio debido a que:

)] Es un modelo ampliamente aceptado para estudiar procesos
fundamentales de envejecimiento compartidos con los eucariontes
superiores (Bitterman et al., 2003; Piper, 2006; Kaeberlein et al.,
2007).

i) S. cerevisiae es intrinsecamente resistentes a la peroxidacioén lipidica
debido a sus membranas estan constituidas solamente por saturado y
acidos grasos monoinsaturados (Tuller et al., 1999), que son
resistentes a la peroxidacion lipidica a temperatura ambiente (Yin et
al., 2011).
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iii) Algunos parédmetros de funcionalidad ETC como la respiracion y el
potencial de membrana, asi como la generacion de ROS, puede
medirse in situ en esta levadura mediante el uso de sustratos
adecuados, inhibidores de los complejos de ETC y fluoréforos
permeables (Avéret et al., 1998; Pefa et al., 2010).

Iv) En forma nativa, S. cerevisiae no lo hacen contiene &cidos grasos
poliinsaturados n-3 o0 n-6, lo que permite descartar la influencia de la
relacion n-3/n-6 en el envejecimiento de este microorganismo.

V) El grado de insaturacién de sus membranas puede ser facilmente
manipulado a través de la adiciobn de &cidos grasos poliinsaturados
libres al medio de cultivo.

2.13.4 Isoformas de la glutation peroxidasa de la levadura S. cerevisiae

El andlisis genético del envejecimiento ha mostrado que mas de una
veintena de genes juegan un papel determinante en la vida replicativa de la
levadura. Estos genes participan en diversos procesos: control metabdlico,
resistencia al estrés, regulacion de la cromatina y estabilidad genética. Ademas,
algunos de estos genes tienen funciones en mas de uno de estos procesos, lo que
sugiere un cierto papel interactivo.

La acumulacion de ERO en las células induce dafio téxico como ya se ha
mencionado anteriormente y con el tiempo conduce a la muerte celular. Por lo
tanto, los organismos han desarrollado un numero de sistemas antioxidantes para
protegerse del estrés oxidativo. La glutation peroxidasa (GPX) es una de las
enzimas mas representativa de estos sistemas antioxidantes (Tsuzi, 2004).GPx
cataliza la reduccion de H,O.y de hidroperéxidos lipidicos a H,O y sus alcoholes
correspondientesusando glutation como agente reductor (Inoue, 1999;Carmel-
Harel, 2000).

2.13.5 Fosfolipido hidroperéxido glutatién peroxidasa mitocondrial (Gpx2)

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene tres isoformas de la fosfolipido
hidroperdxido glutation peroxidasa: Gpx1, GPx2, y GPX3 (Ukai, 2011).

Gpx2 es una proteina periférica ubicadaen la superficie de la membrana externa
de la mitocondria en el lado citoplasmatico, asi como en la superficie de la
membrana interna en el lado de la matriz (Ukai, 2011).Enmamiferos, la Gpx4 es
un ortdlogo de GPX2. La Gpx4 de mamiferos actia como una fosfolipido
hidroperoxido glutation peroxidasa en la mitocondria(Tanaka, 2005). Por lo tanto,

43



COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL RESVERATROL Y EL BHT EN EL ENVEJECIMIENTO DE LA
MUTANTE Gpx2A DE Saccharomyces cerevisiae

es posibleque el papel de Gpx2 sea protegerla integridad de la membrana
mitocondrial mediante la prevencion de la peroxidacion de fosfolipidos cuando las
células de levadura estan expuestas a acidos grasos poliinsaturados.

Teniendo en cuenta la localizacion de Gpx2 en la superficie exterior de la
membrana de las mitocondrias, la pérdida de Gpx2 podria influir en la funcion del
factor (s) que participan en la fusion de las mitocondrias, tal como el complejo
Fzol-Mgm1-Ugol (Wong, 2003; Sesaki, 2003, 2004), dando lugar a una pérdida
de la funcién mitocondrial y a un aumento en la formacion de ERO.Ademas, si
Gpx2 funciona como un antioxidante para reducir los hidroperoxidos de
fosfolipidos en la membrana mitocondrial, su pérdida puede reducir la integridad
de la membrana mitocondrial y disminuir la eficiencia del acoplamientode la
fosforilacion oxidativa.

A pesar de que Gpx2 muestra actividad peroxidasa in vitro (Ohdate, 2010;
Tanaka, 2005), y que es un antioxidante, las células mutantes Gpx2A no
demuestran ningun fenotipo obvio en términos de estrés oxidativo (Inoue, 1999),
excepto cuando las células son expuestas a acidos grasos poliinsaturados (Avery
y Avery 2001). Se le ha conferido un papel a Gpx2 en el proceso de esporulacion,
ya que la pérdida de Gpx2 disminuye la eficiencia de la esporulacién de las
células diploides (Ukai, 2011).
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3. JUSTIFICACION

La mitocondria se ha convertido en un potencial blanco terapéutico debido a
que las principales enfermedades cronico-degenerativas de mayor costo
socioeconémico, como la diabetes o la hipertension, estan asociadas a una
disminucion de diversas funciones mitocondriales atribuidas a un aumento en el
estrés oxidativo y dafo en lipidos y proteinas (Cortés-Rojo y Rodriguez-Orozco,
2011). Lo anterior ha dado lugar a una busqueda intensa de antioxidantes que
puedan atenuar o prevenir el dafio mitocondrial asociadoal estrés oxidativo
provocado por la presencia de lipidos peroxidables. En este sentido, en nuestro
grupo de trabajo, hemos reportado recientemente queel aumento en el grado de
insaturacion de las membranas mitocondriales, disminuye lasobrevivencia
cronoldgicade la levadura debido a un incremento en la sensibilidad a la
peroxidacion lipidica en asociacion con undafio en la funcion de la CTE y un
incremento en la generacion de ERO(Aguilar-Toralet al., 2014), lo cual esta en
concordancia con las teorias acerca del papel del grado de insaturacién de las
membranas mitocondriales en el envejecimiento de eucariontes superiores que se
mencionaron anteriormente.

En virtud delpapel de la peroxidacion de lipidos en la velocidad del
envejecimiento de los organismos, la participacion de Gpx2 en la reparacion de
fosfolipidos peroxidados de membrana y la influencia positiva del resveratrol en la
longevidad, es de nuestro interés, investigar si el resveratrol puede disminuir el
envejecimiento cronolégico de S. cerevisiae al proteger las membranas contra la
peroxidacioén lipidica en una cepa mutante del gen Gpx2 y comparar sus efectos
con los del antioxidante lipofilico BHT.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento con resveratrol disminuye el envejecimiento cronologico de la
mutante Gpx2A a niveles similares que el antioxidante BHT debido a una
disminucién en la peroxidacion de lipidos y a la preservacion de la funcion
mitocondrial.

5. OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Evaluarsi elresveratrol y el BHTatentan el envejecimiento cronoldgico de la
mutante Gpx2A de S. cerevisiae,al prevenir la pérdida de la funcion mitocondrial y
la peroxidacion de lipidos.

5.20bjetivos especificos

1) Determinar si el tratamiento con resveratrol o BHT disminuye el
envejecimiento cronolégico de la mutante Gpx2A de S. cerevisae.

2) Explorar si el resveratrol o el BHT inhiben la peroxidacion de lipidos en
cultivos envejecidos de la cepa Gpx2A de S. cerevisiae.

3) Comparar los efectos del resveratrol y el acido ascoérbicosobre la funcién
mitocondrial de células envejecidas de la cepa Gpx2A de S. cerevisiae.
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0. MATERIALES Y METODOS
6.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de grado reactivo, de la mas alta pureza,
adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. USA).

6.2 Material biolégico

Se utilizé la cepa nativa‘BY4741” de Saccharomyces cerevisiae. La mutante
Gpx2A de S. cerevisae(Mat a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0;
YBR244w::kanMX4), fue obtenida por la interrupcién del gen Gpx2 con un
cassette de resistencia a kanamicina. Ambas cepas fueron obtenidas de Euroscarf
(Frankfurt, Alemania). Para seleccionar las células que no sufren reversion
espontanea de la mutacion, se agregaron300 pL del antibiético G418 (Sigma-
Aldrich) por cada 100 mL del medio en cultivos con Gpx2A.

6.3 Siembra de células de S. cerevisiae e induccion del envejecimiento
cronoldgico

Las células de la levaduraBY4741 y la cepa mutante Gpx2A de S. cerevisae
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 18 horas fueron resembradas, a partir del precultivo se
sembré en medio YPD liquido en 15 ml a una densidad 6ptica (DO) de 0.03 a 600
nmmedida en un espectrofotometro UV/vis Perkin-Elmer Lambda 18, usando
como blanco agua.Una vez alcanzada la fase estacionaria, las células se
mantuvieron en el medio de cultivo hasta por 30 dias para inducir envejecimiento
cronoldgico (Butneret al., 2009).

6.4 Manipulacion del contenido de acidos grasos de la levadura y
tratamientos con resveratrol, 4cido ascorbico y BHT.

El contenido de acidos grasos de las membranas de ambas cepas fue
modificado mediante la metodologia descrita por Cortés-Rojoet al., (2009). Se
adiciono a cada medio previo a la inoculacién de las cepas 1 mM de acido a-
linolénico (&cido cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico, a-C18:3(A9,12,15); pureza
299%, adquirido de Sigma Chemicalo 1mM de acido araquidénico (AA) (acido
C20:4(5,8,11,14)adquirido de Sigma Chemicaldisueltos en 5% del
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detergentelgepal CA-630 (Sigma Chemical),previo a la inoculacion del El BHT, el
Resveratrol y el acido ascoérbico, que se agregaran antes de la inoculacion con las
células a concentraciones de 15cuM, 50cuM y 1cuM, respectivamente.

6.5 Evaluacion del envejecimiento cronoldgico
6.5.1 Determinacién de la viabilidad celular por conteo en placa

La viabilidad de las células de S. cerevisiae se determiné mediante el conteo de
colonias crecidas en placas de YPD solido a una dilucién 10%. Primero,se realizé
una dilucién con 1900 ul de agua y 100 ul de medio de cultivo inoculado, se cargd
una alicuota de la dilucion en una camara de Neubauer y se cuantifico el total de
levaduras en cuatro de las cinco cuadriculas de la cadmara. Posteriormente, se
calcul6 la cantidad de medio inoculado que se colocaria en cada dilucién con la
razon:

Numero de células/uL de medio= (promedio del nimero de células que se
contaron en la cAmara de neubauer)(25 campos de la camara)(dilucion)/(volumen

de la camara 0.1 mm®)= cel/mm?®

Las diluciones 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
calculd restando el volumen del medio inoculado para completar 1000 pL.
Posteriormente, se realizaron las diluciones seriadas desde 10' hasta 107
colocando primero en cada tubo el volumen de medio estéril (900uL) y a
continuacion el volumen de medio inoculado correspondiente en la primera dilucién
y (100uL) tomando la correspondiente alicuota de la dilucién anterior para realizar
las diluciones posteriores. Después la dilucién 10° se sembré en medio sélido
YPD (extracto de levadura 0.1%, peptona 0.2%, agua destilada al 9%, agar
bacteriol6gico 0.2%, solucién de dextrosa 20%, pH 6.5) y se colocaron en una
incubadora durante 3 dias a 28°C; todo este proceso se realizé en condiciones
estériles. Por ultimo, se cuantifico el nimero de colonias crecidas en cada caja
(Aguilar-Toralet al., 2014).

6.6 Preparacion de células para lasdeterminaciones de peroxidacion lipidica
y ensayos de potencial de membrana

Las células procedentes de cultivos envejecidos se lavaron tres veces por
centrifugacion durante 5 minutos a 5000 rpm a una temperatura de 25°C con
agua desionizada y se suspendierona una proporcion de 1:1 depeso:volumen.Las
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células se utilizaron inmediatamente para la determinacion de la peroxidacion
lipidica y los ensayos de potencial de membrana (Aguilar-Toral et al., 2014).

6.7 Determinacion de la sensibilidad de la peroxidacion lipidica

La sensibilidad de las células a la peroxidacion lipidica se estimé midiendo el
consumo de oxigeno que ocurre en la etapa de iniciacion de la peroxidacion de
lipidos cuando los radicales lipidicos (R")formados por la reaccion de los radicales
libres con los acidos grasos; reaccionancon O, para producir radicales lipoperoxilo
(2R’ + O, — 2R0O0") (Halliwell y Chirico, 1993).

La tasa de consumo de oxigeno se registré polarograficamente con un
electrodo de tipo Clark conectado a un monitor de oxigeno biologico YSI5300,
(Yellow Springs, OH) y unacomputadorapara la adquisicion de datos. Se
resuspendieron 31.5 mg de células (peso humedo)en un volumen de 2.5 mL de
solucion10mM de MES (pH 6,0 con trietanolamina). Esta mezcla se realizoé en una
camara cerrada con agitacion constante y se agrego 1 ug de antimicina Ay 0.4 M
KCN para inhibir el consumo de oxigeno de otras fuentes como la CTEoenzimas
citosdlicas con grupos hemo, respectivamente (Marca y Nicholls, 2011).Después
de 3 minutos, se inici6 la determinacion del consumo basal de oxigeno y a los 3
min se adicion6 FeSO, a concentraciones de 25 50 y 100 puM para inducir la
peroxidacion. La determinacion se detuvo a los 4 minutos de la adicion de FeSO,
(Aguilar-Toral et al, 2014).

6.8 Determinacion del potencial de membrana mitocondrial in situ

Se agregaron 50 pL de células resuspendidas en agua desionizada a una
relacion peso humedo a volumen 1:1 en 1876 pL de medio MES-TEA (pH 6 con
trietanolamina) y se agregaron 15 uM de BaCl, 20 mM de glucosa y 1 uM de la
cianina DiSC3(3)(Aex = 555nm y Aem = 572nm) con agitacion constante. La
determinaciéon se inici6 midiendo la fluorescencia basal y a los 3 minutos se
adicion6 15 puM del desacoplante CCCP (carbonilcianuro p-triclorofenilhidrazona)
para abatir selectivamente el potencial de membrana mitocondrial y 3 minutos
después se adicion6 25 mM de KCI para abatir el potencial de membrana
citosdlico y la fluorescencia se mididpor 3 minutos mas.

6.9Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media = el error estandar de al
menos tres experimentos independientes. El nivel de significancia estadistica de la
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media aritmética (p<0.007)se determiné mediante la prueba de t de Student con el
programa Sigma Plot Versién 10.0 (SPSS Inc).

7. RESULTADOS

7.1 Comparacion de los efectos del BHT y el acido ascorbico sobre el potencial de
membrana de células envejecidas deS. cerevisiae

Con el objetivo de estudiar los efectos dafiinos del aumento de insaturaciéon
de los acidos grasos de membrana en la funcion mitocondrial de células
envejecidas y el posible efecto protector de los antioxidantes, se determinaron los
potenciales de membrana mitocondrial y citosdlico en células completas
energizadas con glucosa midiendo los cambios de fluorescencia de la cianina
(DISC3(3)) inducidos por la adicion del desacoplante CCCP a una concentracion
que abate selectivamente el potencial de membrana mitocondrial y por la adicion
de KCI, el cual disipa el potencial de membrana plasmatico (Pefia et al., 2010).

A partir de los 6 dias de envejecimiento, se observé una marca disminucién
del potencial de membrana mitocondrial (Figura 1A) en presencia de C18:3 y un
efecto protector parcial por el BHT a los 6 dias y un efecto total a los 12 dias. En
contraste, a partir del dia 18, el efecto del BHT fue muy discreto, siendo casi nulo
a los 21 dias. Asimismo, el efecto protector del acido ascérbico fue muy discreto a
casi cualquier edad de los cultivos.

Respecto al potencial de membrana citosélico (Figura 1B), se observa que
no hubo efecto alguno a los 6 dias por ningun tratamiento; sin embargo, a partir de
los 6 dias se empieza a detectar una caida en este parametro a partir de los 12
dias de cultivo. ElI BHT y el acido ascoérbico ejercieron un efecto protector a los 12
dias pero a los 18 dias, dicho efecto fue menor y a partir de los 21 dias se perdi6
en su totalidad. Estos resultados sugieren que la presencia de acidos grasos
poliinsaturados en la levadura afecta diferencialmente a los potenciales de
membrana mitocondrial y citosélico y que los antioxidantes tienen un efecto
protector que se limita a practicamente los primeros 12 dias de cultivo.
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Figura 1. Potencial de membrana mitocondrial (A) y citosolico (B) de levaduras crecidas en
medio YPD con los tratamientos antioxidantes BHT y Ac. Ascoérbico durante el
envejecimiento cronologico. Los resultados se expresaron como la media + el e.e. de n 2

3.En el panel A 6 dias de envejecimiento se observa una diferencia significativa de
***p<0.001 vs —C18:3.
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7.2 Peroxidacion lipidica frente a la proteccion de antioxidantes

La sensibilidad a la peroxidacion lipidica se midid en células completas
determinando el consumo de oxigeno debido a las etapas iniciales de la
peroxidacién de lipidos inducida por 25, 50 y 100 pM deFe?*. Asimismo, con el
objetivo de observar un efecto alin mas claro en este parametro, se utilizo la cepa
mutante en Gpx2p y en presencia de un acido graso mas insaturado como lo es el
acido araquidodnico.

Los resultados obtenidos muestran que el consumo de oxigeno atribuible a
la lipoperoxidacion fue mayor en células +C20:4 desde loslOdias
deenvejecimiento hasta el final del experimento(Figs. 2-8). En los dias 10 y 15
(Figs. 4 y 5), se observé una mayor sensibilidad de la mutante Gpx2Atratada con
Fe?* pero a partir del dia 20 no se observaron diferencias aparentes entre la cepa
control y la mutante. De manera notable, se observa que el BHT protegio de la
induccion de la peroxidacion en la mutante Gpx2A a niveles de la cepa parental
BY4741 a cualquier concentraciéon de Fe®'en los cultivos donde se detectd
induccion de la peroxidacion. (Figs. 4-8).En contraste, no se observé de manera
clara un efecto protector por el resveratrol excepto en el dia 15, en el cual, el
consumo de oxigeno fue ligeramente menor en las células envejecidas con
resveratrol.
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FIGURA 2. Efectos del BHT y el resveratrol en la sensibilidad a la peroxidacion
de lipidos inducida por Fe*?en la mutante Gpx2A y su cepa parental BY4741
envejecidas durante 0 dias en ausencia (-C20:4) o presencia (+C20:4) de acido
araquidonico. Los resultados son representativos de n = 3.
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FIGURA 3.Efectos del BHT y el resveratrol en la sensibilidad a la peroxidacion
de lipidos inducida por Fe*?en la mutante Gpx2A y su cepa parental BY4741
envejecidas durante 5 dias en ausencia (-C20:4) o presencia (+C20:4) de
acido araquidonico. Los resultados son representativos de n = 3.
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el resveratrol en la sensibilidad a la peroxidacion
de lipidos inducida por Fe™en la mutante Gpx2A y su cepa parental BY4741
envejecidas durante 10 dias en ausencia (-C20:4) o presencia (+C20:4) de
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FIGURA 6.Efectos del BHT y el resveratrol en la sensibilidad a la peroxidacion
de lipidos inducida por Fe*?en la mutante Gpx2A y su cepa parental BY4741
envejecidas durante 20 dias en ausencia (-C20:4) o presencia (+C20:4) de
acido araquidonico. Los resultados son representativos de n = 3.
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FIGURA 8. Efectos del BHT y el resveratrol en la sensibilidad a la
peroxidacion de lipidos inducida por Fe*en la mutante Gpx2A y su cepa
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7.3 Viabilidad celular

La viabilidad celular se determind a diferentes tiempos de la fase
estacionaria con el objetivo de evaluar el grado de envejecimiento cronolégico de
la levadura y los efectos del C20:4 y los antioxidantes.

En las células —C20:4, se observa una disminucion gradual en la perdida de
viabilidad de todos los tratamientos (Figura 9). En contraste, se observa una
disminucién més marcada de la viabilidad en las células +C20:4a entre los 10 y 15
dias de cultivo (Figura 10).En las células—C20:4 (Figura 9)la viabilidad de la
mutanteGpx2A se encuentra a la par de la cepa control hasta los 10 dias de
envejecimiento (lineas morada y negra, respectivamente) y a partir del dia 15 se
hace evidente la necesidad de proteccion ante la mutacion. De los antioxidantes
administrados se encontro que el resveratrol es el Unico capaz de proteger ante un
ambiente de envejecimiento cronoldgico (linea verde), mientras que es aparente
que la adicion del BHT induce toxicidad en la cepa mutante desde el 5° dia de
envejecimiento. Mientras tanto, se observa que en la cepa control +C20:4 (linea
negra), existe un re-crecimiento de las células a los 10 dias de envejecimiento,
pero antes y después de ese tiempo, la pérdida de viabilidad celular es similar a lo
observado en las células Gpx2A (linea morada) y Gpx2A + resveratrol (linea
verde) con C20:4. Asimismo, se observo un efecto protector del BHT alos 5, 15y
20 dias de envejecimiento (linea azul).
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8. DISCUSION

El envejecimiento es un proceso irreversible y progresivo que afecta a todos
los organismos y conduce a la muerte.Este proceso se ha relacionado con la
pérdida de la funcionalidad mitocondrial, afectando su metabolismo energético, lo
que ocasiona la pérdida de la homeostasis, (Hulbert et al., 2007; Kirkwood, 1989;
Pamplona et al., 2000). Se ha asociado al envejecimiento con el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson, asi como la
hipertension (Peinado et al.,, 2000).Por ello, cada vez mas investigadores se
enfocan alabUsqueda de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para retardar
el dafo celular en el envejecimiento, como es el caso de los antioxidantes
resveratrol, BHT y &cido ascorbico.

Existen varios factores que intervienen y determinan la longevidad de los
organismos, como la composicion lipidica de sus membranas, la produccién de
especies reactivas de oxigeno, el medio ambiente, la dieta, entre otros.A este
respecto, se ha observado que el dafio mitocondrial por ERO es un componente
importante en el desarrollo de las principales enfermedades cronico-degenerativas
de mayor costo socioeconémico en el mundo (Cortés-Rojo y Rodriguez-Orozco
2011), por lo cual, se hacen esfuerzos cada vez mayores para desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas que ayuden a disminuir el dafio mitocondrial por ERO e
impedir o retrasar el desarrollo de dichas enfermedades.Saccharomyces
cerevisiae representa un modelo sencillo para evaluar posibles estrategias que
protejan a la mitocondria del dafio por ERO, debido a que comparte muchas
caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de células de organismos superiores.

S. cerevisiae, cuenta con tres isoformas de la enzima Gpx (Gpx1p, Gpx2p y
Gpx3p) que son necesarias para la resistencia de la levadura a acidos grasos
poliinsaturados (Avery y Avery 2001).En el caso de Gpx2p, se ha propuesto que
esta isoforma protege la integridad de la membrana mitocondrial mediante la
prevencion de la peroxidacion de fosfolipidos.Por lo tanto, la mutacién de este gen
podria tener efectos negativos en el envejecimiento de S. cerevisiae debido a que
su pérdida podria incrementar el dafio en las membranas mitocondriales y
comprometer la funcionalidad mitocondrial de la levadura.Dados los efectos
benéficos del resveratrol en la longevidad de la levadura (Howitz et al.,2003), se
decidi6é probar la eficacia del resveratrol para contrarrestar los efectos deletéreos
de los acidos grasos poliinsaturados en la supervivencia y, a través de la
proteccion contra la peroxidacion de lipidos exacerbada en la mutante Gpx2A.
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La composicion lipidica de S. cerevisiae consiste en acidos grasos
saturados y monoinsaturados y puede incorporar en sus membranas &cidos
grasos poliinsaturados proporcionados en el medio de cultivo (Hulbert et al., 2007;
Cortés-Rojo et al., 2009; Bossie y Martin,1989).En este trabajo, se decidié
incorporar los acidos grasos C18:3 y C20:4 ya que en nuestro grupo de trabajo, se
ha demostrado previamente que la adicion de C18:3 da lugar a dafio en la CTE en
células envejecidas cronolégicamente, afectando de manera especial al complejo
lll, lo que provoca disminucién en la eficiencia delmetabolismo energético
mitocondrial durante el envejecimiento y reduccion de la longevidaddebido a una
mayor sensibilidad de los lipidos de membrana al dafio oxidativo.

En conjunto, se puede decir que la presencia del +C18:3 y/o +C20:4 en las
membranas mitocondriales disminuye la funcionalidad de los complejos
respiratorios, lo cual se refleja en una disminucion paralela en el potencial de
membrana mitocondrial por la disminucién en el bombeo de protones como se
observé en la Figura 1, dado que este ultimo proceso depende del transporte de
electrones. Esta disminucidn del potencial de membrana asociado a la disfuncién
de la cadena de transporte de electrones podria conducir a la muerte celular
(Sakamuru et al., 2012).Por esta razén, se esperaba que elresveratrol ejerciera
una proteccion sobre S. cerevisiae. Sin embargo, para el caso del envejecimiento
acelerado en presencia de acidos grasos poliinsaturados, esto no fue observado
(Figura 10), mientras esto si ocurrio en células en ausencia del mismo (Figura 9).
Esto dltimo podria estar relacionado con la estimulacion por el resveratrol de la
actividad de las sirtuinas (Howitz et al., 2003), previniendo el envejecimiento
celular causado por radicales libres (Sinclairet al.,2005).En contraste, el
antioxidante lipofilico (BHT), el cual se ha reportado queejerce un efecto protector
contra la inhibicion de la CTE inducida por la peroxidacion lipidica, protegio de la
peroxidacioén lipidica y la pérdida de viabilidad aumentada en la mutante Gpx2A.
Por lo tanto, una interpretacion de estos datos podria ser que el resveratrol
protege de otros componentes del envejecimiento no relacionados con la
peroxidacion lipidica, lo cual concuerda con la nocién de otros autores de que el
envejecimiento es un fendbmeno multifactorial muy complejo que no tiene una
explicacion Unica (Hulbert et al., 2007).

Se observo que las células con C18:3 pierden el potencial de membrana
mitocondrial desde los 6 dias del envejecimiento y que el BHT, a diferencia del
acido ascorbico, protegiéo de este fenémenoa los 6 y 12 dias de envejecimiento
(Fig. 2).Esto corrobora que al menos en células con &cidos grasos poliinsaturados,
predominan los efectos de la peroxidacién de lipidos en los efectos dafiinos del
envejecimiento en la viabilidad y el funcionamiento mitocondrial, lo cual a su vez
explica porque los antioxidantes de naturaleza hidrofilica como el resveratrol y el
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acido ascorbico no tuvieron un efecto protector.La proteccién del BHT en células
con &cidos grasos poliinsaturados podria deberse a que el BHT integrado en la
membrana celular y la mitocondrial podria proteger de la peroxidacion lipidica,
coadyuvando de esta manera en la translocacion de H'necesaria para la
fosforilacion oxidativa.A los 18 dias se observdé una disminucion mayoren el
potencial de membrana en todos los tratamientos (Fig. 2), lo que sugiere que a
este tiempo se acelerael envejecimiento, lo cual concuerda con la pérdida de
viabilidad celular acelerada observada a partir de los 15 dias en las Figuras 9 y
10.Esto confirma que existe una relacion clara entre el mantenimiento de las
funciones mitocondriales y la sobrevivencia en el envejecimiento, por lo cual, esto
podria ser un factor mas importante que otros fenédmenos reportados en el
envejecimiento tales como el dafio en el ADN o el acortamiento de los telomeros
(Hulbert et al. 2007).La peroxidaciéon de lipidos da lugar a la formacion de
radicales lipidicos que contindan reaccionando hasta dafiar otras biomoléculas,
generando dafios irreversibles en la integridad de la célula.Los acidos saturados y
monoinsaturados que constituyen la membrana de la levadura son resistentes a la
peroxidacion, incluso a concentraciones elevadas de agentes oxidantes fuertes,
por lo que disminuye la probabilidad de que se dafien otras biomoléculas
diferentes a los lipidos debido a una menor formacion de radicales lipidicos
(Hulbert, 2010; Cipack et al., 2008; Cortes Rojo et al., 2009;Hulbert et al., 2007).Se
realizd el ensayo de peroxidacion lipidica en la cepa parental BY4741 y la cepa
mutante Gpx2A para observar si durante el envejecimiento, las células que
incorporaron el C20:4 a sus membranas se vuelven mas susceptibles a este
proceso mediado de Fe*?, el cual genera ERO con caracteristicas de radical OH’
gue puede iniciar el proceso de peroxidacion lipidica(Cortés Rojo et al., 2009).

La peroxidacion lipidica se midid por el método polarografico mediante la
cuantificacion del consumo de oxigeno ya que la lipoperoxidacion requiere de esta
molécula una vez formado el radical lipidico (iniciacion) para formar el radical
peroxilo (Hulbert, 2010).Por lo tanto, esto permitié analizar si se llevaba a cabo la
etapa de iniciacion de la lipoperoxidacion, la cual no es inhibida por los sistemas
antioxidantes enddgenos de la levadura mencionados
anteriormente.Adicionalmente, el efecto del resveratrol y el BHT contra la
peroxidacidon lipidicase evalu6 en un modelo que ha perdido su defensa
antioxidante endégeno en un ambiente oxidado inducido por la presencia C20:4.

Los resultados de la figura 4 muestran que a partir del dia 10 de envejecimiento,
exhiben un mayor consumo de oxigeno cuando contienen C20:4, lo cual es
indicativo de que la primera fase de lipoperoxidacion es mas activa en estas
células, lo que concuerda con los resultados reportados por Estrada-Villagémez
2010 y Aguilar-Toral et al.,2014, en donde se observé un aumento en los niveles
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de lipoperoxidacion en esferoplastos +C18.3 medido mediante el método del 4cido
tiobarbitdrico.Asimismo, en los 10 y 15 dias, se observd que la sensibilidad a la
peroxidacién de lipidos, es decir, la tasa de consumo de oxigeno por la
peroxidacion de lipidos, fue mayor en las células Gpx2A que en la cepa parental
BY4741, lo que sugiere que la enzima Gpx2 es necesaria para la proteccion de la
integridad de las membranas mitocondriales en fases intermedias del
envejecimiento.

Respecto al efecto de los antioxidantes, se observd de manera interesante
que a los 15 dias (Fig. 5) el BHT sustituye la funcidén de proteccion de la integridad
de membrana de la levadura, siendo corroborado por la supervivencia de este
anico sistema aun por encima del control BY4741 (Fig. 10).Esto podria estar
asociado a una mejora de la funciébn mitocondrial asociada a la proteccion de las
membranas por el BHT, ya que se ha reportado anteriormente que el BHT puede
proteger las actividades de los complejos Il y IV de los efectos dafinos de la
peroxidacién de lipidos en la levadura. (Cortés Rojo, 2009).

9. CONCLUSION

La mutacion del gen Gpx2 de S. cerevisiae incrementa el dafo en las
membranas mitocondriales comprometiendo la funcionalidad de la levadura, el
tratamiento con resveratrol protege de la senescencia celular en un ambiente sin
estrés oxidativo mientras que en un medio oxidado solo es preventivo en etapas
tempranas no logrando igualar los niveles similares de proteccionbrindados por el
BHT en ambos sistemas, el envejecimiento se ve marcado a partir del dia 15 de
edad celular asociado probablemente al dafio causado por la peroxidacion de
lipidos de membrana.
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