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""Respetar las advertencias es caminar a la vida, no hacer

caso de la correccidén es perder su camino""
(Proverbios. 10.17)

""E1 que aprecia que lo corrijan ama el saber; el que
aborrece la reprensién es un tonto. Pon todo tu celo en
abre tus oidos a las palabras sabias. Compra la

instruirte,
adquiere la sabiduria, la instruccion

verdad, no la revendas;

y la inteligencia""”
(Proverbios. 12.1, 23.12, 23.23)

""Cuando hables, procura que tus palabras sean mejores que

tu silencio""
(Proverbio Indio)
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RESUMEN

La cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria juega un papel crucial
en la generacion de la energia necesaria para todas las funciones vitales de la célula. Al mismo
tiempo, la CTE es una de las principales fuentes generadoras de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en la célula y es una fuente rica de fierro (Fe) y H,O,, las cuales son especies
potencialmente téxicas. Dado que los lipidos de membrana son el blanco primario de las ERO,
la hipétesis de este trabajo es que la peroxidacion de los lipidos (lipoperoxidacion)
mitocondriales puede aumentar la sensibilidad de la CTE al dafio oxidativo, debido a que
algunos de los complejos que la conforman requieren de interacciones especificas
fosfolipidos-proteina para su adecuado funcionamiento. El dafio en dichas interacciones podria
dar lugar a un aumento en la formaciéon de ERO debido a la liberacién del Fe de los grupos
prostéticos de la CTE y a que podria alterarse el flujo de electrones y provocar la reduccion
parcial del oxigeno. Para comprobar esta hipétesis, en el presente trabajo se estudi6 el efecto
del estrés oxidativo en la actividad de los complejos de la CTE de mitocondrias de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, la cual se utiliz6 como modelo de estudio debido a que su
composicion de acidos grasos la hace resistente a la lipoperoxidacién y a que puede ser
facilmente manipulada para aumentar su susceptibilidad a ese proceso. Lo anterior permite
discernir los efectos que son atribuibles a la lipoperoxidacién de aquellos provocados por la
interaccion directa de las ERO con la CTE. El enriquecimiento con 4cido linolénico (C18:3)
aumento la sensibilidad de a la lipoperoxidacion. La lipoperoxidacion aument6 la sensibilidad
de la CTE al estrés oxidativo debido a un aumento en la sensibilidad de los complejos III y I'V.
En ausencia de lipoperoxidacion, el B-mercaptoetanol y el manitol protegieron la actividad de
los complejos de la CTE de la inhibicién inducida por H,0, y Fe**, respectivamente. En el
complejo III, la lipoperoxidacién afect6 la reduccidn del citocromo b, lo cual fue relacionado
con un aumento en la formacién de radical super6xido (O,"). La lipoperoxidacién no afect6 la
concentracion de citocromos; en contraste, en ausencia de lipoperoxidacion, la concentracion
de citocromos c+c¢; disminuyo por el estrés oxidativo. Asimismo, la lipoperoxidaciéon aument6
la disponibilidad de Fe libre mitocondrial. En conjunto, los datos confirmaron la hipétesis de
que la lipoperoxidacién aument6 la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo, dando lugar a
una mayor produccion de ERO debido al dafio en el complejo III y a la liberacién de Fe de las

pozas mitocondriales.
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ABSTRACT

The electron transport chain (ETC) of mitochondrion plays a key role in the generation
of the energy needed for vital processes of the cell. As well, the ETC is the main source of
reactive oxygen species (ROS) and is a rich source of iron (Fe), which is potentially toxic due
to its prooxidant properties. ETC functionality can become affected through the direct attack
of ROS over complexes that comprise ETC. Since membrane lipids are the primary target of
ROS, the hypothesis of this work is that lipoperoxidation can augment the sensitivity of ETC
to oxidative damage since some ETC complexes require specific phospholipid-protein
interactions for their adequate functioning. The damage in such interactions could lead to an
increase in the ROS generation due to Fe release from prosthetic groups of ETC and altered
electrons flow through ETC causing partial oxygen reduction. To test this hypothesis, in the
present work it was studied the effect of oxidative stress on the activity of the ETC complexes
from mitochondria of the yeast Saccharomyces cerevisiae. This microorganism was used as a
model of study because of its resistance to lipoperoxidation, attributable to its native fatty acid
composition. In fact, fatty acid composition can be easily manipulated to augment sensitivity
of yeast to lipoperoxidation, which allows discriminating the effects that are attributable to
lipoperoxidation from those provoked by direct interaction between ROS with ETC
components. The enrichment with linolenic acid (C18:3) increased the sensitivity of
spheroplasts and mitochondria to lipoperoxidation. Lipoperoxidation increased the sensitivity
of ETC to oxidative stress and this was associated with an increase in the sensitivity of
complexes III and IV. In the absence of lipoperoxidation, both B-mercaptoethanol and
mannitol revert and protect, respectively, the activity of ETC complexes from the inhibition
induced by H,0, and Fe’*. In complex III, lipoperoxidation altered succinate-dependent
cytochrome b reduction, which was related to an increase in superoxide radical production
(0,""). Lipoperoxidation did not affect cytochromes content; in contrast, the concentration of
cytochromes c+c; was diminished by oxidative stress. Also, lipoperoxidation increased the
availability of mitochondrial free iron. Taken together, the data confirms the hypothesis that
lipoperoxidation increased the sensitivity of ETC to oxidative stress, giving rise to a higher

ROS production due to damage in complex III and the release of Fe from mitochondrial pools.
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1.- INTRODUCCION

1.1 Importancia de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria en la
supervivencia de la célula. Las células de los organismos vivos utilizan el ATP como fuente
universal de energia para llevar a cabo una multitud de reacciones bioquimicas que son
fundamentales para la supervivencia de las células y de los organismos. Casi cualquier trabajo
celular se lleva a cabo gracias a la energia aportada por el ATP. Por ejemplo, el trabajo
mecdnico como la contraccién muscular en los organismos pluricelulares (Regnier et al. 1998)
y el movimiento flagelar en los organismos unicelulares (Christen et al. 1987), el movimiento
de los cromosomas durante la mitosis (Cande y Wolniak 1978) y el transporte de sustancias a
través de las membranas celulares (Ames 1998), dependen de la disponibilidad de ATP. Para
el trabajo quimico, el ATP aporta la energia quimica necesaria para la sintesis de biomoléculas
mediante el acoplamiento de su hidrélisis (un proceso exergdnico) con reacciones que se
llevan a cabo de manera no espontinea (procesos endergénicos). Ademds del papel
propiamente energético del ATP, también controla diversas reacciones metabdlicas al inactivar
enzimas por cambios conformacionales inducidos por fosforilacion (Pefa et al. 1979).
Asimismo, el ATP sirve como molécula de sefnalizacion en plantas y animales (Gordon 1986,
Chivasa et al, 2005)

Dada la importancia del ATP en los seres bioldgicos, la mitocondria juega un papel
crucial en la supervivencia de los organismos eucariontes debido a que ese orgdnulo es la
principal fuente de generacién de ATP. La energia necesaria para su sintesis es producida por
la cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria. La CTE es un ensamble de
cuatro complejos enzimadticos (tres en la levadura Saccharomyces cerevisiae debido a la
ausencia del complejo I [de Vries y Grivell 1988]) embebidos en la membrana interna de la
mitocondria (Esquema 1). Tres de esos complejos (I, IIT y IV) funcionan como bombas redox
de electrones, acoplando el transporte de electrones a la translocacion vectorial de protones. El
transporte de electrones entre los complejos es facilitado por unos acarreadores de electrones
(ubiquinona y citocromo c¢) que sirven para conectar eléctricamente a los complejos
respiratorios (Nicholls y Ferguson 2002).

En la CTE se oxidan sustratos reducidos tales como el NADH o el succinato y los
electrones provenientes de estas reacciones de oxidacion son transportados a través de los

complejos de la CTE hasta el O,, el cual funciona como aceptor final de electrones en los
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organismos aerobios. Este transporte estd acoplado a una translocacién vectorial de protones
hacia el espacio intermembranal, generando una diferencia de pH y de cargas eléctricas (el
potencial electroquimico, AW) a través de la membrana interna de la mitocondria. E1 ATP se
sintetiza en la ATP sintasa a partir de ADP y fosfato inorgdnico aprovechando la energia

generada por el AY (Saraste 1999).

Cl cii  Cll CIlv
| Ll 110 - I |

I Membrana externa |
+ + +
Eﬂiixt’m branal -1 ~ e ﬁLIJ .

Membrana
interna

matriz

Succinato

NADH .

== Flujo de electrones
— Flujo de protones AT

Esquema 1. Componentes de la cadena de transporte de electrones. NADH:ubiquinona
oxidorreductasa (CI), succinato:ubiquinona oxidorreductasa (CII), ubiquinona:citocromo ¢
oxidorreductasa (CIII), citocromo ¢ oxidasa (CIV), ubiquinona (Q), citocromo ¢ (c). El NADH
y el succinato son oxidados en los complejos I y II, respectivamente, y los electrones
derivados de estas oxidaciones son transportados hacia el O,. El transporte de electrones esta
acoplado a la translocacion de protones la cual genera el potencial electroquimico (AW) cuya
energia es aprovechada por la ATP sintasa para la sintesis de ATP. En S. cerevisiae, el
compleio I estd ausente. Tomado y modificado de Rotig y Munnich 2003.

1.2 Particularidades de la CTE de S. cerevisiae. En la mayoria de los animales y hongos
utilizados como modelos biolégicos de estudio, el complejo I (NADH-ubiquinona
oxidorreductasa) constituye el tnico punto de entrada de los electrones provenientes del
NADH a la CTE. Esta enzima acopla la transferencia de electrones del NADH a la ubiquinona
con la translocaciéon de protones a través de la membrana interna mitocondrial. Estd
constituida por 46 subunidades, 8 centros Fe-S y un FMN. La actividad del complejo I se

inhibe en presencia de los inhibidores rotenona y piericidina (Matsuno-Yagi y Yagi 2001).
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En contraste, las mitocondrias de la levadura S. cerevisiae carecen de complejo I. En su
lugar, los equivalentes reductores son transferidos hacia la CTE mediante tres NADH
deshidrogenasas alternas (NDE): Ndelp, Nde2p y Ndip (Esquema 2). A Ndelp y Nde2p se les
denomina NADH deshidrogenasas externas debido a la orientacién de su sitio catalitico hacia
el espacio intermembranal, mientras que Ndip es considerada una deshidrogenasa interna
debido a la orientacién de su sitio catalitico hacia la matriz mitocondrial (Bunoust er al. 2004).
Estas enzimas alternas estdn constituidas por una sola subunidad, contienen FAD como tnico
grupo prostético y son insensibles a los inhibidores cldsicos del complejo 1. La principal
diferencia funcional de las NDE respecto al complejo I es que el transporte de electrones hacia
el ubiquinol no esta acoplado a la translocacién de protones (Joseph-Horne et al. 2001).

En los organismos que carecen de NADH deshidrogenasas alternas (p. ej., los
mamiferos), el NADH producido en el citosol puede ser utilizado en la mitocondria
unicamente por un proceso indirecto el cual se lleva a cabo por la lanzadera de aspartato-
malato. En contraste, el NADH citosélico de la levadura es canalizado por la porina de la
membrana externa mitocondrial hacia Ndelp y Nde2p, las cuales transfieren los electrones del
NADH hacia la CTE. Por esta razén, estas enzimas han sido consideradas como el equivalente
fisiol6gico de la lanzadera aspartato-malato de mitocondrias de mamiferos (Overkamp et al.
2000). Ndip oxida el NADH producido en la matriz por el ciclo de Krebs o por la alcohol
deshidrogenasa mitocondrial; por esta razén se le considera la contraparte fisioldgica del
complejo I (De Vries y Marres, 1987).

A diferencia de otros hongos, la levadura se encuentra inusualmente adaptada el
crecimiento anaerobio y por implicacion, a la produccién citosdlica de NADH (Joseph-Horne
et al. 2001). Incluso bajo condiciones totalmente aerdbicas, la produccidn citosélica de NADH
es importante debido a que la levadura tiene una fuerte tendencia hacia la fermentacién
alcohdlica, de tal modo que la fermentacion mds que la respiraciéon es la modalidad
predominante del metabolismo mientras haya una abundante disponibilidad de glucosa en el
medio (Luttik ef al. 1998). En adicién, el NADH se produce en el citosol durante la sintesis de
algunos aminodcidos (De Vries y Grivell 1988). La adaptacion de la levadura a una alta
produccién de NADH se atribuye a las NADH deshidrogenasas externas, ya que estas enzimas

juegan un papel fundamental en el mantenimiento del balance redox citosélico al constituir el
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principal sistema de reoxidacion del exceso de NADH producido en el citosol (Overkamp et al
2000).

La presencia de dos NADH deshidrogenasas externas podria parecer redundante; sin
embargo, su duplicidad le confieren al metabolismo mitocondrial de la levadura una gran
plasticidad ya que el papel de estas enzimas puede cambiar de acuerdo a las diferentes
condiciones bajo las cuales este organismo puede crecer (Bunoust et al. 2004, Melo et al.

2004).

ESPACIO INTERMEMBRANAL

NADH NAD

H NAD

NADH

MATRIZ

Esquema 2. Representacion de la CTE de S. cerevisiae; ex, NADH deshidrogenasas
externas; in, NADH deshidrogenasa interna; UBQ, poza de ubiquinol:ubiquinona; c,
citocromo c. Nétese la ausencia del complejo 1. Las flechas indican la direccién del flujo de
electrones. Tomado y modificado de Joseph-Horne et al. 2001

Otra enzima que no se encuentra en las CTE tipicas es la oxidasa alterna (AOX). Esta
enzima cataliza la oxidacién del ubiquinol y la reducciéon del O, a H,O. Una funcién
fisioldgica propuesta para esta enzima es la disminucion en la formaciéon de ERO durante la
inhibicién de los complejos IIT y IV. Bajo esta condicidn, la ubisemiquinona se acumula en los
sitios de unién a quinonas de los complejos I y III y se produce un aumento en la formacién de
ERO (Muller et al. 2002). La presencia de la AOX previene este efecto al tomar el papel del
complejo III en la oxidacion del ubiquinol y del complejo IV en la reduccion del oxigeno. Esto
puede tener relevancia fisiolgica en hongos patdégenos de plantas para evitar la respuesta de
defensa basada en la producciéon de NO. Sin embargo, en el caso de S. cerevisiae, esta enzima
no se encuentra presente ya que la presencia simultanea de las NDE y la AOX darfa lugar a

una respiracion totalmente desacoplada en la cual la produccién de ATP seria nula debido a

CHRISTIAN CORTES ROJO 11QB-UMSNH



INFLUENCIA DE LA PEROXIDACIf)N LIPIDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE
ELECTRONES AL DANO POR EL ESTRES OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae

que no existiria bombeo de protones. De hecho, no se conoce ningiin hongo en el cual el
complejo I este ausente y la AOX presente (Joseph-Horne et al. 2001).

Por lo tanto, las caracteristicas de la mitocondria de la levadura representan una ventaja
para el estudio de la producciéon de ERO a nivel del complejo III, ya que la ausencia del
complejo I permite asumir que la totalidad de las ERO producidas en la mitocondria provienen
del complejo III, mientras que la ausencia de AOX constituye una variable menos que

controlar durante la deteccion de las ERO.

1.3 El estrés oxidativo en la mitocondria y el papel del complejo III en la produccion de
especies reactivas del oxigeno. Uno de los problemas del transporte de electrones en la CTE
es que su eficacia no es del 100% debido a que algunos electrones pueden escapar de los sitios
cataliticos de la CTE y reducir parcialmente al O, dando lugar a la formacion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) tales como el radical superdxido (O,”) o el perdxido de
hidrégeno (HO;) (Turrens 2003). Diversas condiciones, entre las que destacan: ciertos
inhibidores de la CTE (p. €j., la antimicina A), algunos estados patoldgicos (p. €j., la isquemia-
reperfusion [Paradies et al. 2004]) o una disminucién en la capacidad antioxidante de la
mitocondria, aumentan la generaciéon de ERO, provocando estrés oxidativo que puede afectar
el correcto funcionamiento de la CTE y como consecuencia, condicionar la generacion de
energia necesaria para la supervivencia de la célula. El estudio de los mecanismos por los que
el estrés oxidativo causa disfuncién mitocondrial se ha convertido en un importante tema de
estudio, debido a que participa en una amplia variedad de desérdenes, como el dafio hepético
por el virus de la hepatitis B (Lee et al, 2004), el dafio por isquemia-reperfusion (Lucas y
Szweda 1998), el cancer (Guo y Lemire 2003), la diabetes (Green et al. 2004) o enfermedades
degenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la
esclerosis lateral amiotréfica (Sen et al. 2006).

Uno de los principales sitios de generacion de ERO es el complejo III, también
conocido como complejo ubiquinona:citocromo ¢ oxidorreductasa o complejo de citocromos
bc. El complejo III transfiere los electrones de la ubiquinona reducida (ubiquinol, QH») hacia
el citocromo ¢ y transloca cuatro protones hacia el lado electropositivo de la membrana
(espacio intermembranal) por par de electrones transferidos a dos moléculas de citocromo ¢

(Trumpower 1990). El ciclo Q es el mecanismo por el cual complejo III transfiere electrones
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desde el QH, hacia el citocromo ¢ y acopla este proceso a la translocacion de protones.
Durante el ciclo Q (Esquema 2), el QH, es oxidado en el sitio quinol oxidasa (Qp) mediante
una reacciéon que de manera divergente, transfiere los dos electrones del QH,, uno de ellos
hacia el grupo Fe-S de la subunidad de Rieske (ISP) y el otro al hemo b; de la subunidad
citocromo b (reacciones la y 1b). El electron de la ISP es transferido al citocromo ¢ a través
de la subunidad citocromo c¢; mediante la rotacion del dominio extrinseco de la ISP hacia las
inmediaciones del citocromo c; (reaccién 2). Al mismo tiempo, dos protones son liberados del
sitio Qo hacia el espacio intermembranal. El electrén del hemo by es transferido al hemo by
(reaccién 3) y este ultimo reduce parcialmente una molécula de ubiquinona (Q) a radical
ubisemiquinona (QH") en el sitio quinol reductasa (Q;) (reaccién 4). En un segundo ciclo de
reacciones, otra molécula de QH, es oxidada en el sitio Qq, se reduce otra molécula de
citocromo c, se liberan otros dos protones al espacio intermembranal y se reduce la QH® del
sitio Q; para formar una molécula de QH, (reaccién 5), concomitante con el consumo de dos
protones en el sitio Q; (Hunte et al. 2003).

La interrupcién en la transferencia de electrones entre los componentes redox del
complejo III puede llevar a la aparicion de reacciones colaterales a las que ocurren durante el
ciclo Q, que son responsables por la formacién de ERO. Por ejemplo, el tratamiento con el
inhibidor antimicina A bloquea la reoxidacion del citocromo by en el sitio Q;, causando que
los electrones se acumulen en los hemos del citocromo b y que ocurra una transferencia
reversa de los electrones hacia la ubiquinona en el sitio Qo (reaccion 6, linea punteada) para
producir radical QH", el cual puede reducir al oxigeno a radical superéxido (O, reaccién 7)
(Muller et al. 2002). La formacién de O," en presencia de antimicina puede inhibirse en

presencia del inhibidor estigmatelina, el cual evita la oxidacion del QH; en el sitio Qo.
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Esquema 2. El ciclo Q. Q: ubiquinona; Q": ubisemiquinona; QH,: ubiquinol; O, radical
superdxido; ISP: subunidad Fe-S de Rieske; by: hemo by ; by: hemo by; c;: citocromo c¢p; c:
citocromo c¢. ¥y W* designan el lado electronegativo (matriz) y el lado electropositivo
(espacio intermembranal), respectivamente, de la membrana interna mitocondrial. Qo y Q;
indican la orientacién de los sitios quinol oxidasa y quinol reductasa, respectivamente, en
relacién con la membrana interna mitocondrial. Tomado y modificado de Hunte et al. 2003.

1.4 La lipoperoxidacion y la disrupcion de los centros redox de los complejos
respiratorios en la disfuncion de la CTE y la produccion de ERO. Por lo general, las ERO
son especies de vida media corta que reaccionan rapidamente con las moléculas cercanas a su
sitio de generacion. Entre las biomoléculas que constituyen las membranas bioldgicas, los
acidos grasos poliinsaturados muestran la mayor susceptibilidad al ataque oxidativo por las
ERO (Pamplona et al. 1998). Por lo tanto, los lipidos insaturados de la membrana interna
mitocondrial constituyen el principal blanco de las ERO generadas en los complejos de la
CTE. La peroxidacion de lipidos (lipoperoxidacion) inactiva a las enzimas unidas a las
membranas biolégicas y disminuye la fluidez de las mismas (Rice-Evans y Burdon 1994). En
conexién con lo anterior, diversos estudios han identificado a la lipoperoxidacién como la
principal causa de disfuncién mitocondrial durante el estrés oxidativo. Por ejemplo, la
exposicion de particulas submitocondriales de corazén de bovino (Forsmark-Andreé et al.
1997) o sinaptosomas de rata (Cardoso et al. 1999) a un sistema de generacion de radical
hidroxilo (OH’), diminuyé las actividades de los complejos II, IIl y IV de la CTE vy las

concentraciones de Q y citocromos c+cy; estos efectos fueron asociados a un aumento en los
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niveles de lipoperoxidacién. Asimismo, en mitocondrias aisladas de corazén de rata y bovino
sujetas a un ciclo de isquemia-reperfusion, se observé que la producciéon de H,O, aument6 en
presencia de succinato como sustrato respiratorio, causando la pérdida del fosfolipido
cardiolipina debido a un aumento en los niveles de lipoperoxidacidn, lo cual se asoci6 con una
disminucion en la velocidad de respiracion en estado 3 atribuida a una inhibicion parcial en las
actividades de los complejos I y III (Petrosillo et al. 2003, Paradies et al. 2004).

Dichos estudios ponen de relieve el papel de la destrucciéon de la Q y de la cardiolipina
como la principal causa de disfuncién de la CTE. Sin embargo, poco se ha explorado acerca
del efecto de la lipoperoxidacién sobre los componentes redox de los complejos de la CTE (p.
ej., los citocromos). Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en particulas submitocondriales
de corazén de bovino, se observé que el contenido de citocromo ¢ y la reducciéon del
citocromo b por sustratos respiratorios disminuyen bajo condiciones lipoperoxidantes
inducidas con ascorbato y ADP/Fe** (Forsmark-Andree et al. 1997). Sin embargo, a partir de
estos resultados parece dificil establecer una correlacion directa entre las anomalias en la
reduccién y el contenido de citocromos y la lipoperoxidacién, puesto que el efecto directo de
las ERO sobre los citocromos no fue descartado de manera apropiada (p. €j., no se usaron
inhibidores de la lipoperoxidacion).

El efecto de la lipoperoxidacion sobre la transferencia de electrones en los citocromos
es una importante cuestion a elucidar debido a que, durante la catdlisis del complejo III, los
citocromos participan en la transferencia de electrones en los sitios de generaciéon de ERO
(Hunte et al. 2003). Ademads, existe un vinculo entre la transferencia de electrones en los
citocromos y la integridad de los lipidos de la membrana interna mitocondrial, ya que se han
establecido interacciones especificas entre los fosfolipidos y subunidades del complejo III que
son esenciales para su correcta conformacion y actividad catalitica. Por ejemplo, se ha descrito
una interaccion especifica entre fosfatidilinositol y una region flexible de la ISP, que permite
el movimiento rotacional del dominio cabeza de esta subunidad entre las proximidades del
hemo by, del citocromo b y el citocromo c; (Lange et al. 2001). Se ha sugerido que este
movimiento rotacional es parte del mecanismo que permite la oxidacién concertada del
ubiquinol por parte de la ISP y el citocromo by que impide la formacién del radical QH' en el
sitio Qo (Zhu et al. 2007). Asimismo, la deslipidacién del complejo III altera la unién de la

antimicina A en un modo reversible al adicionar cardiolipina, lo que refleja que el citocromo
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b requiere este fosfolipido para una estabilizacion adecuada de su estructura (Tsai et al. 1986).
La relacion de la lipoperoxidacion con la alteracion de los centros redox del complejo III fue
puesta de manifiesto en mitocondrias de higado de rata, donde se encontré que el complejo III
es la enzima de la CTE mads susceptible al ataque por radicales libres, producidos por el
sistema ascorbato/Fe, sin observarse alteraciones estructurales en las subunidades del
complejo. Asi, se sugirid6 que la sensibilidad podria explicarse por dano especifico de los
centros redox del complejo, debido a alteraciones en las interacciones fosfolipidos-proteinas

(Reinheckel et al. 1995).

1.5 La mitocondria como una fuente rica en inductores de la lipoperoxidacion. La
mitocondria es una fuente rica en especies quimicas que pueden estimular la lipoperoxidacion
al generar el radical hidroxilo (OH"), el cual puede iniciar y propagar dicho proceso (North et
al. 1992). Esas especies quimicas son el Fe y el per6xido de hidrégeno (H,0,). El Fe es un
metal de transicion que puede catalizar la formacion de radical OH® en presencia de H,O,

mediante la reaccion de Fenton (Reaccién 1) (Winterbourn 1995):

Fe** + H,0, ———» Fe**+ OH" + OH

Asimismo, el Fe en estado reducido (Fe*"), puede dar lugar a la formacién de un agente
oxidante fuerte con caracteristicas de radical OH" (North et al. 1992). La mitocondria es una
fuente importante de Fe debido a que: (1) en este organulo se lleva a cabo casi la totalidad de
la sintesis de los centros Fe-S y la incorporacién de Fe en la protoporfirina IX, el cual es el
paso final para la sintesis de grupos hemo (Kwok y Kosman 2005) y (2) la CTE es rica en
centros Fe-S y grupos hemo, debido a la capacidad del Fe para cambiar su estado de oxidacion
y transferir electrones (Gonzalez-Halphen y Vazquez-Acevedo 2002).

La CTE de la mitocondria es considerada como una de las fuentes mas importantes de
produccién de O, en los organismos aerobios (Halliwell y Gutteridge 1999). A su vez, el
radical O," producido en la mitocondria es rapidamente convertido a H,O, por la superéxido
dismutasa de manganeso (MnSOD) (Liu ef al. 2002), 1o que convierte a la mitocondria en uno
de los sitios mas importantes de generacion de H,O; en la célula. No obstante que entre las

ERO el H;0, es un oxidante débil y una especie generalmente poco reactiva (Halliwell y
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Gutteridge 1999), su reacciéon con Fe en estado libre produce especies mds oxidantes que
pueden estimular la lipoperoxidacién, tales como el radical OH  (Winterbourn 1995).
Asimismo, el H,O, puede favorecer la formacién de OH' y la lipoperoxidacién al aumentar la
disponibilidad del Fe en estado libre por degradacién de los grupos hemo y los centros Fe-S de
algunas proteinas (Jang e Imlay 2007; Halliwell y Gutteridge 1999), lo que ocasiona la
liberacién del Fe contenido en estos grupos prostéticos.

En sintesis, la abundancia de Fe en la mitocondria y su importante capacidad para
generar H,O, son factores que podrian conjugarse para afectar el funcionamiento de la CTE
mediante la generacion de radical OH’, producto de la interaccién entre estas dos especies

quimicas y la consecuente estimulacion de la lipoperoxidacion.

1.6 La importancia del grado de insaturacion de los acidos grasos de las membranas
mitocondriales y su susceptibilidad a la lipoperoxidacién. Algunos estudios han mostrado
que el grado de insaturacion de las membranas mitocondriales y su susceptibilidad a la
lipoperoxidacién podrian jugar un papel clave en procesos importantes tales como el
envejecimiento o el desarrollo de algunos tipos de cancer (Herrero et al. 2001, Ng et al. 2005).
Lo anterior ha sido relacionado con la formacién mitocondrial de ERO y el dafio inducido por
las mismas sobre los componentes de la CTE. Sin embargo, no se ha estudiado a fondo el
mecanismo mediante el cual la lipoperoxidacion y el dafo a la CTE provocan un aumento en
la formacién de ERO.

En el caso del envejecimiento, se ha encontrado que las especies animales con mayores
longevidades tienen un contenido de dcidos grasos con un nivel de insaturacién menor que el
de las especies menos longevas. Asimismo, la generacion mitocondrial de ERO es menor en
especies con mayor longevidad. Por lo tanto, se ha propuesto que un menor grado de
insaturacion lipidica podria disminuir la susceptibilidad a la lipoperoxidacién y contribuiria a
preservar la funcionalidad mitocondrial (Pamplona et al. 1998, 2000). Ademas, se ha sugerido
que la mayor resistencia a la lipoperoxidacion y la tasa reducida de produccién de ERO
podrian estar mecanisticamente interconectadas. Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en
mitocondrias de corazén de ratas a las cuales se les manipul6 el grado de insaturacién de sus
membranas mediante la administracion en la dieta de 4cidos grasos altamente insaturados (p.

ej. acido docosahexanoico, C22:6), se encontré que el aumento en el grado de insaturacién
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incrementé los niveles de lipoperoxidacion y esto fue asociado con un aumento en la
produccion de ERO en el complejo III en presencia de antimicina A. Sin embargo, dicha
relaciéon fue solo asociativa y no se investigd el mecanismo mediante el cual los niveles
mayores de lipoperoxidacién dieron lugar a un incremento en la formacién de ERO (Herrero
et al. 2001). En adicién, en este trabajo no se descart6 la posibilidad de que otros cambios
inducidos por el tratamiento dietético, diferentes de su impacto sobre la composicion lipidica,
pudieran ser también responsables de las variaciones observadas en el dafio oxidativo a los
lipidos y la tasa de generaciéon de ERO.

En otro estudio, se demostré que la presencia de acidos grasos altamente insaturados
aumenta durante el envejecimiento de ciertos 6rganos (p. €j., los testiculos), lo cual trae como
consecuencia un aumento en la susceptibilidad a la lipoperoxidacién y en la formacién de
ERO y una disminucién en la actividad de la CTE. Sin embargo, en dicho trabajo no se
encontrd una relacién directa entre los niveles de lipoperoxidacién y la sensibilidad de los
complejos de la CTE a dicho proceso, lo cual fue atribuido a la alta actividad de ciertos
sistemas antioxidantes encargados de remover los productos de la lipoperoxidacién en
mitocondrias de testiculo (Vazquez-Memije et al. 2008).

Asimismo, se ha demostrado que la incorporacién de C22:6 aumenta los niveles de
lipoperoxidacién y la produccién de ERO en una linea inmortalizada de colonocitos de rata
sujetos a un tratamiento con butirato. Sin embargo, en este caso solo se investigé la relacién
entre la producciéon de ERO y la induccién de la apoptosis y no se explord el mecanismo
mediante el cual el butirato y la incorporaciéon de C22:6 aumentaron la tasa de generacion de
ERO en la mitocondria (Ng et al. 2005).

Una posible alternativa para manipular el contenido de dcidos grasos de las membranas
mitocondriales es la adicion directa de dcidos grasos con diferentes grados de insaturacion a
mitocondrias aisladas. Sin embargo esta estrategia plantea algunos problemas si se pretende
estudiar el efecto de la lipoperoxidacion sobre la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo y
su relacion con la produccién de ERO. Por ejemplo, en algunos casos, la adicién directa de
acidos grasos a mitocondrias aisladas inhibe per se la actividad de la CTE y provoca un
aumento en la produccién de ERO (Cocco et al. 1999, Bondy y Marwah 1995) mientras que
en otros casos, los dcidos grasos promueven el desacoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa

dando lugar a una disminucion en la formacion de ERO (Korshunov et al. 1998).
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Por lo tanto, para estudiar la relacion entre la lipoperoxidacion, la inhibicién de la CTE
y la formacién de ERO es deseable contar con un modelo en el cual la composicion de acidos
grasos pueda ser manipulada in vivo para evitar los problemas derivados de la adicién directa
de los 4cidos grasos a la mitocondria y la posible influencia de factores dietéticos que puedan
influir en la produccién de ERO y el funcionamiento de la CTE. Ademads, puede ser
conveniente contar con un modelo en el cual la lipoperoxidacién pueda ser anulada totalmente
para discriminar los efectos de la lipoperoxidacion sobre la funcionalidad de la CTE de
aquellos producidos directamente por la interaccién entre las ERO y los componentes de la
ETC. A este respecto, las mitocondrias provenientes de modelos de mamiferos son poco
convenientes ya que sus membranas por lo general estdn constitutivamente formadas por

acidos grasos susceptibles a la lipoperoxidacién (Faulks et al. 2006).

1.7 La mitocondria de la levadura S. cerevisiae como un modelo ideal para evaluar los
efectos de la lipoperoxidacion en la CTE. La levadura S. cerevisiae es un microorganismo
unicelular eucarionte que posee casi todas las estructuras subcelulares, incluyendo las
mitocondrias, observadas en los organismos eucariontes mas complejos. Los estudios con la
mitocondria de la levadura han sido clave para entender las funciones mitocondriales en
organismos superiores, ya que la funcién mitocondrial y su composicion proteica se encuentra
conservada (Prokisch et al. 2006; Boldogh y Pon 2007). S. cerevisiae es un microorganismo
aerobio facultativo que puede crecer bajo condiciones anaerobias con una fuente de carbono
fermentable. Esta caracteristica es una importante ventaja con respecto a otros modelos
biologicos pues permite crecer células de levadura, ain con mutaciones en el ADN
mitocondrial, que causen deficiencias respiratorias debido al dafo a una o algunas funciones
especificas (Contamine y Picard 2000). De este modo, se puede determinar si la mitocondria
se encuentra involucrada en algin fenémeno en particular (p. €j., la muerte celular, la sintesis
de algin metabolito, etc.)

Una de las peculiaridades de las células de S. cerevisiae es su composicion membranal
de 4acidos grasos, donde 70-80% son acidos grasos monoinsaturados: acido palmitoleico
(C16:1) y acido oleico (C18:1), y el resto son acidos grasos saturados: dcido palmitico (C16:0)
y 4cido estedrico (C18:0) (Bossie y Martin 1989). Una composicion similar se observa en la

mitocondria cuando la levadura crece en una fuente de carbono no fermentable (Tuller et al.
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1999). Los 4cidos grasos monoinsaturados de la levadura son sintetizados a partir de sus
precursores acil-CoA por la desaturasa del reticulo endopldsmico Olelp, la cual introduce un
doble enlace entre los carbonos 9 y 10 de la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos
saturados (Bossie y Martin 1989). Ademas, S. cerevisae puede importar del medio de cultivo
una amplia variedad de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga, lo cual produce cambios
radicales en la composicion de los grupos acilo de los lipidos de membrana al disminuir o
inhibir la desaturasa Olelp y el remplazo de las especies monoinsaturadas nativas con los
acidos grasos suplementados en el medio de cultivo (Martin et al. 2007).

Como en el caso de S. cerevisiae, tanto la rata como el ser humano contienen una A9
desaturasa (denominada SCD en estas especies) que utiliza como sustratos preferentemente a
los acidos grasos saturados dcido palmitico (C16:0) y acido estedrico (C18:0) para formar los
correspondientes dcidos grasos monoinsaturados 4cido palmitoleico (C16:1) y dcido oleico
(C18:1), los cuales son los principales acidos grasos monoinsaturados de los fosfolipidos de
membrana. De manera similar a lo que sucede en S. cerevisiae, la expresion de SDC puede ser
reprimida a través del suministro en la dieta de acidos grasos poliinsaturados (C18:3n-3,
C18:3n-6, C20:4n-6, C20:5n-3, C22:6n-3). Dichas especies inhiben la transcripcion del gen
que codifica para SDC a través de factores de transcripcién que se unen a elementos de
respuesta a dcidos grasos. Asimismo, los dcidos grasos poliinsaturados disminuyen los niveles
de la desaturasa a través de la desestabilizacién de los ARNm de SDC (Tambi, 1999). Por lo
anterior, la ingesta de 4dcidos grasos poliinsaturados puede alterar la composicion de dcidos
grasos de los fosfolipidos de las membranas mitocondriales de mamiferos. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en la levadura, la composicion de acidos grasos de los mamiferos
muestra cierto grado de resistencia a las alteraciones dietarias. Por ejemplo, si se suministra
una dieta libre de 4cidos grasos poliinsaturados, los mamiferos sintetizan un &acido graso
poliinsaturado inusual (C20:3n-9) (Hulbert ef al. 2007). Por lo tanto, para el objetivo principal
de este trabajo (la elucidacién de los efectos de la lipoperoxidacién sobre la cadena de
transporte de electrones), esto representa un problema en los modelos de mamiferos ya que
hace dificil la manipulacién de la composicién de 4cidos grasos a un nivel en el cual
predominen unicamente 4cidos grasos resistentes a la lipoperoxidacion (saturados vy
monoinsaturados). A este respecto, resulta mas ventajoso el uso de S. cerevisiae como modelo

de estudio ya que este microorganismo regula la fluidez de su membrana a través de la
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variacion en la proporcion de C18:1 y C16:1/C18:0 y C16:0 y no es capaz de sintetizar dcidos
grasos poliinsaturados.

Una caracteristica de los 4cidos grasos saturados y monoinsaturados es su resistencia a
la peroxidaciéon (Holman 1954). En contraste, la susceptibilidad de los &4cidos grasos
poliinsaturados a la peroxidacion aumenta de manera exponencial al incrementarse el nimero
de dobles enlaces (Pamplona er al. 2000). Lo anterior implica que las mitocondrias de la
levadura nativa son mads resistentes y que su susceptibilidad a la lipoperoxidacién puede
aumentar al manipularse la composicién de los 4dcidos grasos membranales. Por lo tanto, la
mitocondria de la levadura constituye un modelo ideal para discernir los efectos de la
lipoperoxidacidn sobre el funcionamiento de la CTE de aquellos efectos causados por las ERO

y que no son mediados por la lipoperoxidacion.

1.8 La levadura S. cerevisiae como modelo ideal para el estudio de la generacion
mitocondrial de ERO. No obstante que las cadenas de transporte de electrones han sido
reconocidas como la fuente principal in vivo de ERO en la vasta mayoria de las células
aerobias (Halliwell y Gutteridge 1999), existen otras fuentes importantes las cuales incluso,
bajo ciertas condiciones, pueden sobrepasar la capacidad de producciéon de ERO de la
mitocondria.

La principal fuente no mitocondrial de generaciéon de ERO son las NAD(P)H oxidasas
(Nox). Estas enzimas catalizan la reduccién monovalente del O, a O," usando NADPH como
donador de electrones. Las Nox estdn comprendidas dentro de una familia de proteinas que
agrupa a 7 miembros en vertebrados (Griendling 2006). Estas proteinas se expresan en
virtualmente cada tejido de mamiferos y median una multitud de funciones bioldgicas tales
como la defensa del hospedero, la inflamacion, el desarrollo celular, la sefializacion celular, la
expresion de genes, por solo mencionar algunos ejemplos (Bedard y Krauze 2007). A
diferencia de otras proteinas que producen ERO como subproductos, la funcién enzimdtica de
las Nox consiste especificamente en la produccion de ERO, por lo que su actividad debe ser
finamente regulada (Lambeth et al. 2007). De lo contrario, la sobreproduccién de ERO por las
Nox ocurre en una amplia variedad de condiciones patoldgicas que incluyen padecimientos
cronicos como la hipertensién, la ateroesclerosis, la diabetes o enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o el mal de Parkinson (Lambeth 2007).
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En S. cerevisiae no se ha reportado la presencia de miembros de la familia Nox y solo
se ha descrito la presencia de una ferrireductasa (Frelp) que guarda cierta homologia con las
Nox humanas. Esta proteina contiene un segmento de 402 aminodcidos en su extremo C-
terminal que presenta un 18% de identidad y un 62% de similaridad con la subunidad gp91”"**
de 1a Nox de células fagociticas humanas. La funcién de Frelp es la reduccién del Fe** a Fe®*
para facilitar su transporte a través de la membrana plasmatica (Dancis et al. 1992, Roman et
al. 1993). Sin embargo, se ha demostrado que Frelp no es capaz de producir radical O,"
(Shatwell et al. 1996).

Otra enzima involucrada en la formacién de radical O," es la xantina oxidasa. Esta
proteina produce O, bajo condiciones in vitro. Sin embargo, esta enzima funciona in vivo
como una xantina deshidrogenasa, catalizando la transferencia de electrones desde sus
sustratos al NADH, La xantina deshidrogenasa se convierte en una xantina oxidasa durante su
purificacién por el ataque de enzimas proteoliticas o por la oxidacioén de grupos —SH. Por lo
tanto, el metabolismo de la xantina por esta enzima normalmente no genera ERO (Halliwell y
Gutteridge 1999). Se han reportado secuencias de aminodcidos con posible funcién de xantina
deshidrogenasa en los hongos Neurospora crassa (XP_956459.2) y Aspergillus niger
(XP_001401908.1). En S. cerevisiae no se han descrito secuencias de aminodcidos o marcos
de lectura abiertos que codifiquen para esta proteina.

Las enzimas citocromo P450 (CytP450) son oxidasas terminales de membrana
presentes en la mayoria de los organismos vivos incluyendo a la levadura (Sutter y Loper
1989). Estas enzimas se encargan de la activacion o la inactivacién metabdlica de la mayor
parte de los xenobidticos y pueden en ciertas ocasiones producir como subproducto al radical
0," (Madger 2006). En mamiferos, las CytP450 catalizan la formacién de ERO utilizando
como sustrato dcido araquidénico (Terashvili et al. 2006). Por lo tanto, es posible que la
generacion de ERO por esta via sea marginal en la levadura dado que este microorganismo no
contiene dicho dcido graso (Martin et al. 2007).

Otras fuentes importantes de ERO en células de mamiferos son la ciclooxigenasa
(Madger 2006) y bajo ciertas condiciones (p. ej., en ausencia del cofactor
tetrahidrobiopterina), las diferentes isoformas de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Andrew
1999). Estas dos enzimas no estdn codificadas en el genoma de la levadura (Brenner 2004,

Castello et al. 2006) y por tanto, no constituyen una fuente de ERO en este microorganismo.
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Con base a todo lo anterior, se puede considerar a S. cerevisiae como un modelo ideal
para el estudio de la generacién de ERO en la mitocondria, dado que los principales sistemas
no mitocondriales de generacion de ERO se encuentran ausentes (Nox, NOS, ciclooxigenasas)
o su contribucién a este proceso puede considerarse marginal (Cyt P450, xantina oxidasa). Por
lo tanto, la contribucién principal a la formacién de ERO en la levadura estd dada por el

complejo III de la CTE.

1.9 El papel de la lipoperoxidacion en la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo y la
produccion de ERO. Con base en los antecedentes, la hipétesis de trabajo es que la
lipoperoxidacién incrementa la sensibilidad de la CTE a los efectos perjudiciales del estrés
oxidativo y la produccion de ERO por alterar las interacciones fosfolipidos-proteinas
esenciales para el funcionamiento de los complejos respiratorios. En lo particular, la
lipoperoxidacidon podria aumentar la sensibilidad al estrés oxidativo en aquellos complejos
donde hay requerimiento de lipidos para su adecuado funcionamiento (Chicco y Sparagna
2007). En el complejo III, la lipoperoxidacién podria alterar la transferencia bifurcada de
electrones en el sitio Qo hacia los citocromos b y ¢; al afectar las interacciones con los
fosfolipidos que permiten el movimiento rotacional de la ISP. Ademds, la lipoperoxidacién
afectaria la capacidad del citocromo b para aceptar uno de los electrones provenientes de la
oxidaciéon del QH; ya que esta subunidad requiere lipidos para mantener una estructura y
funcion adecuadas (Tsai et al. 1986), y podria ser una de las subunidades cataliticas del
complejo mds susceptible al dafio lipoperoxidativo por su naturaleza hidrofébica (Trumpower
1990a). Por lo tanto, el resultado acumulativo de estos efectos seria la disminucién en la
transferencia de electrones producto de la oxidacién del QH, hacia los citocromos, dando
lugar a la acumulacién del radical QH’ y a una reaccién colateral al ciclo Q que favoreceria la
formacién anémala de radical O," debido a la reduccién del oxigeno por el radical QH".

Por otra parte, la probabilidad de que las interacciones fosfolipidos-proteinas sean
afectadas por el estrés oxidativo seria menor en ausencia de lipoperoxidacién y por lo tanto,
bajo esta condicion, se esperaria que ciertos aminodcidos en las proteinas de los complejos
sean el principal blanco del estrés oxidativo. Uno de los aminoédcidos mas susceptibles al
ataque por ERO es la cisteina (Davies et al. 1987). Puesto que se ha demostrado en los

complejos de la CTE la existencia de grupos —SH de la cisteina que responden al estrés
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oxidativo (Lin et al. 2002) y que regulan su actividad catalitica, (L.é-Quoc et al. 1981, Hurd et
al. 2008), la oxidacién de dichos grupos podria constituir el principal mecanismo de inhibicién
de la CTE en ausencia de lipoperoxidacién. En estas condiciones, la inhibicién de la CTE
podria ser revertida mediante el uso de agentes reductores de grupos —SH. En consecuencia, es
posible predecir que bajo condiciones lipoperoxidantes, la sensibilidad de la CTE al estrés
oxidativo serd mayor por acumulacién provocada por el dafio en los fosfolipidos de membrana
esenciales para la actividad de la CTE, asi como por la oxidacién de los —SH que pueden
regular esa actividad. Visto desde otra perspectiva, la resistencia intrinseca de la mitocondria
de levadura a la lipoperoxidacion aumentaria la resistencia de la CTE a los efectos dafiinos del
estrés oxidativo y disminuiria la formacion de ERO en los sitios redox del complejo II1.

En adicidn, es factible proponer que la liberacién del Fe de los centros redox de la CTE
se favoreceria durante la lipoperoxidacidn ya que este proceso podria dafnarlos. El aumento en
la disponibilidad de Fe en estado libre estimularia la formacién de radical OH". Lo anterior y
la hipotética formacion de ERO en los centros redox del complejo III, formarian un circulo
vicioso de dafio oxidativo-produccion de ERO que culminaria con el colapso bioenergético de
la célula, el cual se veria reflejado como una disminucién en la viabilidad que seria de mayor

magnitud bajo condiciones lipoperoxidantes.
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2.- HIPOTESIS

La lipoperoxidacion aumenta la sensibilidad de la CTE hacia los efectos dafiinos del
estrés oxidativo y la produccién de ERO mediante la induccion de reacciones colaterales al

ciclo Q y la liberacion de Fe.
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3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Demostrar que la lipoperoxidaciéon aumenta la susceptibilidad de la CTE de S. cerevisiae

al dafio por el estrés oxidativo y la produccién de ERO.

3.2 Objetivos especificos

e Aumentar la sensibilidad de S. cerevisiae a la lipoperoxidacién al modificar su

contenido de dcidos grasos de membrana.

e Determinar si la modificaciéon del contenido de dacidos grasos de membrana

aumenta la sensibilidad de la CTE y de la viabilidad celular hacia los efectos del

estrés oxidativo.

e Establecer el papel de la lipoperoxidacién en la inhibicién de la CTE por el estrés

oxidativo.

e Conocer si la oxidacion de grupos —SH estd involucrada en la inhibicion de la

actividad enzimadtica de los complejos de la CTE por el estrés oxidativo.

e Determinar si la lipoperoxidacién aumenta la formacién de ERO en el complejo II1

por reacciones colaterales al ciclo Q.

e Establecer si la lipoperoxidacion altera la concentraciéon y/o la reduccién de los

citocromos.

e Determinar si la lipoperoxidacion favorece un aumento en la disponibilidad de Fe

en estado libre en la mitocondria.
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4.- RESULTADOS
Capitulo 1
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Influencia de la Peroxidacion de Lipidos sobre el Dario
Oxidativo Mitocondrial y la Integridad de Saccharomyces
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Resumen

Se ha estudiado la influencia de la peroxidacidn de lipidos sobre el dafio oxidative mitocondrial v la
integridad de Saccharomyces cerevisiae. Para esto, se aumentd el grado de insaturacién de las
membranas celulares de 5. cerevisiae con acido o-linvlénico (C18:3). Se obtuvieron esferoplastos
para poder estudiar la funcion mitocondrial jn sift. Se encontrd que la peroxidacion de lipidos,
estimulada por la adicién de Fe?, incrementd nicamente en esferoplastos con C18:3, mientras que
la funcidn mitocondrial, medida como el consumo de oxigeno sensible a cianuro vy la integridad
celular, determinada por la exclusidn del colorante azul de tripano, se ven afectadas de manera
significativa sdlo en esferoplastos con C18:3. Estos resultados muestran que la peroxidacion de
lipidos sensibiliza la integridad celular y la funcién mitocondrial hacia los dafios por el estrés
oxidativo.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, estrés oxidativo, &cido Knofénico, peroxidacion lipidica

Influence of Lipoperoxidation over Mitochondrial
Oxidative Damage and Integrity of Saccharomyces
cerevisiae

Abstract

The influence of lipoperoxidation over mitochondrial oxidative damage and integrity of
Saccharomyces cerevisiae has been studied. For this, the unsaturation degree of cell membranes
fram Saccharomyces cerevisiae was increased by adding a-linolenic acid {C18:3). Spheroplasts
were abtained to evaluate Jn sifis the mitochondnial function. Lipid peroxidation levels, stimulated by
the treatment with Fe®*, increased only in spheroplasts with C18:3, while mitochondrial functian,
measured as cyanide-sensitive oxygen consumption, and cell integrity, determined by trypan blue
exclusion, were affecied significatively only in spheroplasts with C18:3. These results show that lipid
peroxidation sensitizes cell integrity and mitochondrial function towards damaging effects of oxidative
stress.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, oxidative stress, linolenic acid, lipid peroxidation
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INTRODUCCION

La cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria es el principal sitio de generacién de
especies reactivas del oxigeno (ERO) en las células aerobias eucariontes (Beckman y Ames, 1998).
Diversos factores tales como la presencia de inhibidores del transporte de electrones, aumentos en la
concentracion mitocondrial de calcio y de metales de transicion, defecios genéticos de las proteinas
gue 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).

Durante el estres oxidativo, uno de los principales blancos de dano oxidativo por ERO son las colas
hidrofdbicas insaturadas que componen a los lipidos de las membranas mitocondriales. Por ejemplo,
en particulas submitocondriales de corazon de bovino {Forsmark-Andreé et al., 1997) v en
sinaptosomas de rata (Cardoso et al., 1999), el esirés oxidativo inducido por |la generacion de radical
hidroxilo favorece la peroxidacion de lipidos de membrana produciéndose una disminucién en el
contenido de ubiguinona, lo que limita tanto el flujo de electrones entre los complejos |, Il y lll asi
como sus actividades cataliticas. Asimismo, los complejos | y lll de mitocondrias de corazdn de rata
sujeto a un proceso de isquemia-reperfusion, sufren una disminucion en su actividad asociada con
una disminucién en el contenido de cardiolipina, por lo que los dafios en estos complejos son
atribuidos a |la oxidacion de este fosfolipido (Paradies et al, 2002; Petrosillo et al, 2003). Por lo
tanto, la peroxidacién 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 gue
dependen del funcionamiento de la CTE tales como la sintesis de ATP, el transporte de melabolitos e
iones o el bombeo de protones (Nicholls y Ferguson, 2002), provocando como resultado final el
colapso de la célula.

La susceptibilidad de las membranas biologicas a la peroxidacion depende fuertemente del grado de
insaturacién de los lipidos que las constituyen, siendo mayor su susceptibilidad conforme aumenta el
numero de dobles enlaces (Pamplona et al , 2000). De acuerdo a lo anterior, la vulnerabilidad de la
CTE a la inhibicion por el ataque de ERO podria ser atenuada al disminuir el grado de insaturacion
de los acidos grasos de las membranas lipidicas. Asimismo, la preservacion de la funcionalidad
mitocondnal durante el estrés oxidativo se podria traducir en una mayor capacidad de la célula para
sobrevivir a los efectos nocivos del estrés oxidativo.

El objetivo de este trabajo fue comprobar esta hipdtesis para lo cual se utilizaron células de la
levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio debido a que 1) la funcion de [a CTE
puede ser estudiada in sifu mediante la formacion de esferoplastos (células sin pared celular), 2) el
grado de insaturacién de sus membranas puede ser facilmente manipulado a través de la adicion de
acidos grasos insaturados libres al medio de cultivo y 3) que la composicion nativa de los acidos
grasos de membrana de la levadura consiste principalmente de los acidos grasos saturados acido
palmitico {C16:0), acido estearico (C18:0) y los acidos grasos moneinsaturados acido palmitoleico
{C16:1) y acido oleico (C18:1) {Bossie y Martin, 1989}, los cuales son resistentes a la peroxidacion
{Holman, 1954) y permite estudiar los efectos del estrés oxidativo que son independientes de este
proceso.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos ulilizados fueron de grado analilico, adquiridos de Sigma Chemical (3t. Louis, MO.
E.UA) excepto por la Zymoliasa 20T, que fue adquirida de ICN Biomedicals. Inc {Aurora, OH.
E_U.A)y el sulfato ferroso 7-hidrato, de J.T. Baker.

Arslamiento de esferoplaslos

Los esferoplastos se aislaron de acuerdo con el método reportado por Guérin et al. {1979), a partir de

la cepa industrial Yeast Foam de la levadura S. cerevisiae. Las células fueron crecidas en medio
YLac (acido lactico 2%, extracto de levadura 1%, KH.PO, 1%, NaOH 0.5%, {NH.):S50, 0.12%, pH
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5.0) durante 24 hrs. a 30°C y 150 rpm. A las 24 hrs se re-sembrd en medio YlLac fresco a una
densidad dptica (DO) de .03 a 600 nm vy las células fueron cosechadas en fase de crecimiento
exponencial tardia (DO = 3.5-40). Las levaduras se lavaron 3 veces por centrifugacion con agua
destilada a 2744 g, se resuspendieron en medio SH (Tns 0.1 M, B-mercaptoetanol 0.5 M, pH 9.3 con
NaOHj) y se dejaron incubar a 32°C durante 15 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas 2
veces por centrifugacion a 2744 g con medio de lavado (KCI 0.5M, tris 10 mM, pH 7 con HCI). Para
la obtencién de los esferoplastos, las células se resuspendieron en medio de digestion (sorbitol 1.35
M, EGTA 1 mM, fosfalo disddico 30 mM, fosfato monosdadico 30 mM, acido citrico 10 mM, pH 5.8) y
se agregd la enzima zymoliasa 20T a razdn de 10 mg por cada gramo de peso seco. La formacién de
esferoplastos se evalud midiendo la disminucidn de la DO a 600 nm. La incubacién con la zymoliasa
se detuvo en el momento en que la DO de una dilucién de las células con agua 1:100 fue igual a la
DO de una dilucion 1:1000 determinada al inicio de la incubacion. Por uliimo, los esferoplastos fueron
lavados 3 veces con buffer de lavado de protoplastos (sorbitol 0.75 M, manitol 0.4 M, Tris-maléico 10
mM, albumina sérica de bovino 0.2%, pH 6.8) a 686 g por 5 minutos y resuspendidos en el mismo
medio. La concentracién de proteina fue determinada por el método de Biuret modificado (Gomall et
al., 1949) utilizando como estandar albumina bovina sérica.

Manijpulacién def contenido de acidos grasos de la levadura

La composicién de acidos grasos de 5. cerevisiae se manipulé con el método modificado de Bossie y
Martin (1989), mediante la adiciétn de 1 mM de acido o-linolénico (acido cis,cis,crs-9,12,15-
octadecatrienoico, a-C18:3%'2"5 pureza 299%, adquirido de Sigma Chemical) disuelic en IGEPAL
CA-630 a un cultivo de S. cerevisiae en medio YLac {D0=0.03 a 600 nm), el cual se incubé como se
describid anteriormente.

Extraccion y analisis de fipidos

Los lipidos fueron extraidos por el método reportado por Bligh y Dyer (1859). Las células fueron
resuspendidas en agua destilada (1 ml}) v se adiciond 3.75 ml de una mezcla cloroformo.metanol 1:2
{v/v). Esta mezcla fue homogenizada vigorosamente con un vasiago de teflon. Después, se agregé
1.25 ml de cloroformo v 1.25 ml de agua y se agito vigorosamente despuées de cada adicion. Por
ultimo, se centrifugd durante 5 min. a 2744 g y la fase organica se extrajo con una pipeta Pasteur.
Para el andlisis de los acidos grasos, los respectivos metil-ésteres se prepararon por el método
descrito por Morrison y Smith (1984). Brevemente, los lipidos fueron combinados con trifluoruro de
boro (BF3) al 14% en metanol durante 30 min. a 92° C en bafio de agua. A continuacién, la muestra
se enfrié a temperatura ambiente y los metil ésteres se extrajeron por agitacion vigorosa con dos
volumenes de n-hexano. Después de la adicion de un volumen de agua, se formo un sistema de dos
fases que se centrifugd y se colecto la fase organica. Se evapord el n-hexano bajo una corriente de
nitrégeno y los acidos grasos transesierificados se resuspendieron en n-hexano para su posterior
analisis. Los metll ésteres se analizaron en un cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 500
controlado por computadora, equipado con un inyector capilar “split/splitiess” y detector de ionizacion
de llama. La separacion se realizé en una columna capilar Omegawax (0.25 mm de diametro interno)
de 30 metros de longitud. Se ulilizé nitrégeno de alta pureza como gas de acarreo. Se determinaron
los tiempos de retencion de cada uno de los estandares de metil-ésteres de acidos grasos y se
hicieron curvas de calibracidn para cada uno de ellos. La composicion de acidos grasos y su
conceniracion se determinaron por comparacion de los tiempos de retencién y por analisis de las
areas bajo los picos, respectivamente.

Induccion de esfrés oxidativo

Se establecieron condiciones de esirés oxidativo incubando los esferoplastos a razén de 0.3 mg/ml
de proteina en medio de incubacion de fosfatos (NaHPO, 0.5 M, Mg30, 2 mM, KH,PO, 10 mM,
EGTA 0.5 mM, a pH 6.8) con concentraciones de 50, y 100 uM de FeSQO, durante 30 minutos a una
temperatura de 4°C. El hierro en estado reducido (Fe**), adicionado en células intactas suspendidas
en solucidn amortiguadora de fosfatos, puede estimular la formacién de radical hidroxilo, el cual es
capaz de iniciar el proceso de peroxidacién de |ipidos, asi como propagar dicho proceso mediante la
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reaccion del Fe® con los lipoperéxidos generados por la auto-oxidacion de los radicales lipidicos
para generar radicales alcoxilo {(North et al_, 1992).

Medicion def consumo de oxigeno

Al término de la induccion del estrés oxidativo, los esferoplastos (3 ml) fueron transferidos a una
camara de vidrio sellada y la velocidad de consumo de oxigeno {respiracion) de los esferoplastos fue
determinada a temperatura ambiente con un electrodo tipo Clark acoplado a un monitor biolégico de
oxigeno YS| 5300 y a un graficador. La respiracion basal (estado 4) fue inducida mediante la adicién
de 5 ul de etanol como sustrato respiratorio. La adicién de un agente protonéforo abate el potencial
de membrana generado a través de la membrana interna de la mitocondria debido al bombeo de
protones hacia el espacio intermembranal por los complejos de la CTE (Nicholls y Ferguson, 2002).
Esto causa que la actividad de la cadena respiratoria se estimule al maximo para restablecer el
potencial fransmembranal; a esta condicion se le denomina estado desacoplado (estado D) y permite
estudiar la actividad maxima de la CTE. Para tal efecto, se agregd 5 pM del desacoplante
carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP). La respiracion fue inhibida en su totalidad por
la adicion de 500 pM de KCN, indicando que la medicion de dicho parametro refleja exclusivamente
la actividad de la CTE y descarta la medicién artificial del consumo de oxigeno producto de la
actividad redox del ion Fe?* y sus derivados.

Medicidn de los niveles de peroxidacion fipidica

Los niveles de peroxidacion lipidica fueron determinados mediante una modificacion del método del
acido tiobarbiturico (TBA) reportada por Buege y Aust (1978). Al término de la induccién del estrés
oxidativo, se agrego a cada muestra 2 ml de una solucion acida compuesta por acido tricloroacético
15%, TBA 0.375% y HCI 0.25 N. Posteriormente, las muestras se calentaron en un bafio de agua
hirviendo y a los 15 minutos, fueron enfriadas en hielo y centrifugadas a 2744 g durante 5 minutos.
Por ultimo, se extrajo el sobrenadante y se leyd su absorbancia a 532 nm en un espectrofotémetro
UVivis Perkin-Elmer Lambda 18. Los resultados fueron expresadeos como nanomoles de sustancias
reactivas al TBA (TBARS) producidas por mg. de proieina y fueron calculados en base al coeficiente
de extincién molar (g) de malondialdehido de 1.56X10% M cm™.

Determinacién de la viabifidad celular

La viabilidad de los esferoplastos fue determinada evaluando la incorporacidn del colorante azul de
tripano al interior de las células. El azul de tripano es un colorante cargado negativamente, por lo
cual, es excluido de las células cuya membrana plasmatica se encuentra integra, mientras que las
celulas con la membrana plasmatica danada se tifien de azul (Freshney, 1987). Los esferoplastos
fueron tratados como se indica en induccion del estrés oxidativo, excepto gue las incubaciones con
los oxidantes se hicleron hasta por 7 horas. Después de cada incubacion se tomo una alicuota de 25
Hl ¥ se colocd en un portaobjetos adicionando 25 pl del colorante azul de tripano; la suspension se
observd al microscopio con objetivo seco fuerte y se contaron los esferoplastos viables y no viables
por campo hasta 100 esferoplastos.

Procesamiento estadistico

Los resultados se expresaron como la media + el error esiandar de al menos & experimentos. Los
niveles de significancia {(p<0.01 y p<0.05) se determinaron mediante la prueba t de Student con el
programa de compuiadora Sigma Plot Version 9 (SP3S Inc).

RESULTADOS

Efecto de la adicion de acido linolénico sobre ef perfif de acidos grasos

Con el objetivo de aumentar la susceptibilidad de S. cerevisiae hacia la peroxidacion lipidica, las

células fueron crecidas en presencia del acido graso triinsaturado acido a-linolénico {C18:3) para
estimular su incorporacion en los lipidos de membrana y aumentar el grado de insaturacién de la
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misma. Como se muestra en la figura 1A, la composicion nativa de acidos grasos de S. cerevisiae
consiste principalmente de los acidos grasos monoinsaturados acido oleico (C18:1, 40.9%) y acido
palmitoleico (C16:1, 23.5%) y en menor proporcion de los acidos grasos saturados acido palmitico
(C16:0, 21.7%) y acido oleico (C18:1, 13.9%). Cuando las celulas fueron crecidas en presencia de
C18:3 (Fig 1B), este acido graso se convirtio en el principal constituyente (92.9%), mientras que la
concentracion de acidos grasos saturados C16:0 y C18:0 disminuyo6 a 2.9% y 2.2%, respectivamente.
En el caso de los acidos grasos monoinsaturados, solo se detectaron cantidades marginales (0.72%
y 1.15% de C16:1 y C18:1, respectivamente).
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Fig. 1: Composicion porcentual de acidos grasos de la levadura crecida en ausencia (panel A) y en
presencia (panel B) de 1 mM de C18:3. Los valores se expresan como el promedio + el error
estandar de los porcentajes de cada acido graso.

Influencia de la composicion de &cidos grasos sobre los efectos del estrés oxidativo por Fe** en los
niveles de peroxidacion lipidica

Con el propésito de investigar si la incorporacion de &cido linolénico sensibiliza a los lipidos de

membrana de la levadura hacia los efectos dafiinos del estrés oxidativo, se midieron los niveles de
peroxidacion lipidica en esferoplastos con y sin C18:3. En esferoplastos sin C18:3 (Fig. 2, barras
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blancas), los niveles de peroxidacién se mantuvieron constantes a las dos concentraciones de Fe®
utilizadas {50 y 100 uM). En contraste, los niveles de peroxidacion de los esferoplastos con C18:3
(Fig. 2, barras negras) aumentaron un 51% y 353% con 50 y 100 pM de Fe? (**p<0.01),
respectivamente. Estos resultados indican que el aumento en los niveles de insaturacion de los
acidos grasos membranales sensibiliza a la célula hacia los efectos daninos del estrés oxidativo.

1]
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. +C18:3
o G183
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{nmoles/mg prot)
(71
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Control Fe®* 50 pM Fe ™ 100uM

Fig. 2: Efecto del Fe?* sobre la peroxidacion lipidica en esferoplastos con (barras negras) y sin
{barras blancas) C18:3. Los resultados se expresan como el promedio + el error estandar de las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico {TBARS} (p<0.01).

Influencia de la composicion de dcidos grasos sobre la sensibilidad de Ja funcién mitocondrial in situ
al estrés oxidativo por jon Fe**

Con la finalidad de determinar si el aumento de la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica de la
célula puede sensibilizar al mismo tiempo la funcionalidad de la CTE al estrés oxidativo, se evalud in
sifur la funcién mitocondrial de esferoplastos de levadura midiendo el consumo de oxigeno sensible a
cianuro. En esferoplastos sin C18:3 (Fig. 3, barras blancas), la respiracion se encontrd practicamente
inalterada tanto en estado 4 como en estado D bajo cualquier concentracién de Fe®™ utilizada con
excepcién de la respiracién en estado D a 100 pM de Fe®, donde se observd una inhibicion no
significativa de alrededor del 22%. En contraste, la misma concentracion de Fe® causo en
esferoplastos con C18:3 (Fig. 3, barras negras) una inhibicion significativa (p < 0.01) de de
aproximadamente 53% en la respiracion en estado D. Asimismo, se observaron efectos menos
pronunciados en esferoplastos con C18:3 en el estado D a 50 pM de Fe?' y en estado 4 a 100 pM de
Fe?" (20% y 26%, respectivamente). Es de resaltarse gue en el estado 4 no se observd un aumento
en el consumo de oxigeno tanto en esferoplastos con y sin C18:3, indicando que no se presenté un
desacoplamiento aparente de la CTE debido a un aumento en la permeabilidad de la membrana
interna mitocondrial, En conjunto, los resultados anteriores muestran que el aumento en la
susceptibilidad a la peroxidacion lipidica debido a un aumento en los niveles de insaturacion de los
acidos grasos de membrana convierten a la CTE de la mitocondria en un blanco importante del
estres oxidativo.

influencia de la composicién de acidos grasos sobre los efectos del ion Fe** en fa viabilidad celufar
Para conocer el efecto del estrés oxidativo sobre |a integridad celular de la levadura y su relacién con

la susceptibilidad a la peroxidacidn lipidica, se midié la viabilidad celular a través de la incorporacion
del colorante azul de tripano al interior de la célula. En la figura 4 se observa que la viabilidad de los
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esferoplastos sin C18:3 tratados en presencia de 100 uM de Fe** (Fig. 4, circulos blancos) disminuye
en menos de 12% a través de todo el tiempo de incubacidn (7 hrs.) En contraste, la viabilidad de los
esferoplastos con C18:3 tratados con la misma concentracién de Fe® (Fig. 4, circulos negros)
disminuyé de manera mas acentuada, obteniéndose una inhibicién mayor al 12% a las 3 horas de
incubacion y un valor maximo de inhibicién del 33% a las 7 horas de incubacion. Un comportamiento
muy parecido al anterior se observd en esferoplasios sin C18:3 tratados con una concentracion de
Fe®" 10 veces mas alta {1 mM) (Fig. 4, cuadros blancos). A esta concentracion, la pérdida de la
viabilidad fue notablemente mas rapida en los esferoplastos con C18:3 (Fig. 4, cuadros negros),
apreciandose una pérdida total de la misma a las 7 hrs. de incubacién. Por lo tanto, los resultados
anteriores indican que una menor susceptibilidad a la peroxidacién de lipidos debido a un menor
grado de insaturacion de los mismos, protege a la célula de los efectos dafiinos del estrés oxidativo
inducido por Fe?".
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Fig. 3: Efecto del Fe** sobre la respiracidn de esferoplastos con (barras negras) y sin {barras
blancas) C18.3. La respiracion en estado 4 (4) y en estado desacoplado (D) se estimuld como se
indica en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como el promedio t el ermor estandar del
porcentaje de la velocidad de respiracion respecto al control {0 uM de Fe*") (p<0.01).

DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que la resistencia a la peroxidacion de |ipidos, evidenciada
por la nula estimulacion de este parametro incluse a 100 pM de Fe® esta relacionada con una
resistencia substancial de la CTE y la integndad celular hacia el darfio por el estrés oxidative. Esta
resistencia disminuyo cuando las células fueron ennguecidas con C18:3.

El aurmento en el grado de insaturacion de los lipidos de membrana en solo 2 insaturaciones
obtenido mediante la adicidon de C18:3, provoco diferencias dramaticas en las respuestas de los
diferentes parametros medidos ante el esirés oxidativo. Los niveles de peroxidacion de lipidos
obtenidos en este trabajo estan en concordancia con los obtenidos en el frabajo pionero de Holman
{1954) con acidos grasos purificados, en el que se muestra que |os acidos grasos saturados y
monoinsaturados de 16 y de 18 carbonos son resisientes a |la peroxidacion, mientras que el aumento
en el grado de insaturacién a partir de dos dobles enlaces incrementa la sensibilidad de los acidos
grasos hacia este proceso de una manera directamente proporcional al ndmero de dobles enlaces
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presente. El enriquecimiento con C18:3 disminuyb de manera dramatica los porcentajes de C16:1 y
C18:1 de un 23.5% y 40 9% a solo 0.72 y 1.15%, respectivamente. Lo anterior puede ser el reflejo de
la represion que los acidos grasos insaturados ejercen sobre la transcripcidn del gen OLE?T que
codifica para la desaturasa A9 que forma el doble enlace entre los carbonos 8 y 10 del C16:0 v el
C18:0; como consecuencia, |la levadura remplaza las especies monoinsaturadas nativas por los
acidos grasos adicionados al medio de cultivo (Martin et al., 2007).

100
a8 A

80 -

Células viables (%)

Tiempo {min}

Fig. 4: Efecto del Fe*" sobre la viabilidad de esferoplastos de S. cerevisiae. Sin (simbolos blancos) y
con (simbolos negros) C18:3, tratados con 100 UM {circulos) y 1000 uM {cuadros) de Fe™". Los
resultados se expresan como el porcentaje de celulas que excluyeron el colorante azul de tripano.

Se pudo observar una buena concordancia entre los resultados de peroxidacion de lipidos y la
inhibicidn de la CTE obtenidos en esferoplastos con C18:3 a 100 pM de Fe™, ya que es a esta
concentracion donde se cobservaron de manera significativa los cambios mas notables en dichos
parametros. Bajo esta condicion, es posible proponer dos mecanismos o la combinacion de ambos
que podrian explicar la inhibicion en el funcionamiento de la CTE: el primero consiste en que a esta
concentracion de Fe, el dafio inducido en la membrana plasmatica por la peroxidacion permita el
paso libre del Fe** hacia el citosol, lo cual es apoyado por el incremento en la pérdida de viabilidad
en esferoplasios con C18:3. En consecuencia, las membranas mitocondriales estarian expuestas
directamente a los efectos peraxidativos de este cation afectando a los componentes de la CTE. Esta
situacian serfa favorecida debido al hecho de que la mitocondria de la levadura transporta de manera
preferencial el Fe en estado reducido proveniente del espacio intermembranal (Kwok y Kosman,
2005). Asimismo, una sobrecarga citosédlica de Fe y su acumulacion en la mitocondria han sido
reportados en células de murino (Shvartsman et al., 2007). El otro posible escenario es gue a esta
concentracién de Fe®| la acumulacién de MDA (4.5 nanomoles/mg prot), une de los productos finales
de la peroxidacion de lipidos, sea capaz de reaccionar con los complejos proteicos de la CTE
inhibiendo su actividad. El MDA puede modificar de manera covalente grupos —SH expuesios de
cisteinas de los complejos de la CTE de eucariontes superiores, lo cual inhibe de manera negativa el
transporte de electrones a través de la CTE (Lashin et al., 2006). Asimismo, en mitocondrias de
levadura se ha encontrado que el estrés oxidativo puede regular la actividad de la CTE a nivel de los
complejos [l y Il mediante la oxidacion reversible de —SH (Cortes-Rojo et al., 2007). Por lo tanto,
estos dos complejos podrian constituir el blanco de inhibicidn por los sub-productos de la
peroxidacion de lipidos.
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Independientemente del mecanismo de inhibicion de la CTE, resulta evidente gue el aumento en la
sensibilidad a la peroxidacién convierte a la mitocondria en uno de los principales blancos del estrés
oxidativo y que la composicidon nativa de los acidos grasos membranales le confiere por si misma una
resistencia notable a la célula a los efectos dafinos del estrés oxidativo. En relacién a lo anterior,
existe evidencia creciente de gue el grado de insaturacién vy la susceptibilidad a la peroxidacién de
los lipidos mitocondriales es uno de los principales determinantes del ttempo de vida de eucariontes
superiores en diversas especies (Pamplona et al., 2000). En el caso de la levadura, se ha encontrado
que la incorporacion de acidos grasos insalurados en sus membranas celulares mediante la
expresion heterdloga de desaturasas provenientes de girasol {Rodriguez-Vargas et al., 2007),
aumenta la resistencia de las células al estrés salino y por congelamiento. No obstante la ventaja que
supone lo anterior {la conservacion de las células por un tiempo prolongado para aplicaciones
industriales), los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren gue la levadura con un nivel
mayor de Insaluracion podria ser menos eficiente en algun proceso industrial donde puede
presentarse la sobreproduccion de ERQ, tal como la produccion de etanol, en donde, al menos en
eucariontes superiores, se ha demosirado gue el metabolismo de este alcohol puede aumentar la
formacion de ERO en la mitocondria mediante diferentes mecanismos {Phillips y Jenkinson, 2001;
Hoek et al., 2002).

CONCLUSIONES

Se encontrd que la sensibilidad de esferoplastos de S. cerevisiae hacia la peroxidacién de lipidos
inducida por Fe™" es practicamente nula, mientras que el funcionamiento de la CTE de la mitocondria
y la integridad de la célula no muestran tampoco alteraciones importantes a 50 y 100 pM de Fe®*. La
adicion de 1 mM de C18:3 provocd cambios dramaticos en la composicion de acidos grasos
membranales al presentarse un enriquecimiento hasta del 90% en este acido graso y una
disminucién drastica en los acidos grasos saturados y monoinsaturados nativos de la levadura. Estos
cambios sensibilizaron a las células hacia los efectos del esirés oxidativo generado por el tratamiento
con 100 UM de Fe* ya que los niveles de peroxidacién de lipidos aumentaron en 353%: la
respiracién en estado D y la viabilidad celular disminuyeron en alrededor de un 50% y 33%,
respectivamente, mientras que 1 mM indujo una pérdida total de viabilidad a las 7 hrs. En conjunto,
estos resultados muestran gue la peroxidacién de lipidos convierte a la mitocondria en un blanco
importante del estrés oxidativo.
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Ahstract Lipoperoxidative damage to the respiratory chain
proteins may account for distuption in mitochondrizl
clectron transport chain (E1C) function and could lead to
an augment in the production of reactive oxygen specics
{ROS). To test this hypothesis. we investigated the effects
of lipoperoxidation on LETC function and cytochromes
spectra of Saccharomyees cerevisiae mitochondria. We
compared the effects of Fe*' treatment on mitochondria
isolated from yeast with native (lipoperoxidation-resistant)
and modified (lipoperoxidation-sensitive) fatty acid com-
position. Augmented sensitivity to oxidative stress was
observed in the complex Ill-complex IV segment of the
ETC. Lipoperoxidation did not alter the cytochromes
content. Under lipoperoxidative conditions, cytochrome ¢
reduction by succinate was almost totally eliminated by
superoxide dismutase and stigmatellin, Our results suggest
that lipoperoxidation impairs electron transfer mainly at
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cytochrome & in complex [[I. which leads to increased
resistance to antimycin A and ROS generation due to an
clectron Jeak at the level of the Qg site of complex IIL
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Introduction

The study of mechanisms underlying oxidative stress-
related mitochondrial dysfunction has become a relevant
research field due to participation of mitochondrial oxida-
tive stress in the development of a wide variety of disorders
such as liver damage by hepatitis B virus (Lee et al, 2004),
heart ischemia-reperfusion (Lucas and Szweda 1998), aging
(Wei et al. 1998, 2001) cancer (Lemire et al. 2003), diabetes
(Green et al. 2004), and neurodegenerative diseases such as
Alzheimer’s discase, Parkinson’s discase and amyotrophic
lateral sclerosis (Tanusree et al. 2007). The mitochondrial
clectron transport chain (ETC) is the primary source of
reactive oxygen species (ROS) in the cell. Generally, ROS
are short-lived species that react readily with molecules
surrounding its generation site. Among cellular biomole-
cules, polyunsaturated fatty acids display the highest
propensity to ROS attack (Pamplona et al. 1998), making
unsaturated fatty acids from mitochondrial membranes the
main target of ROS during mitochondrial oxidative stress.

Lipoperoxides inactivate enzymes bound to biological
membranes and decrease membrane fluidity (Rice-Evans
1994). Consequently, ETC function becomes impaired during
oxidative stress and several reports have recognized lip-
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operoxidation as the major cause of mitochondrial dysfunction
(Petrosillo et al. 2003; Paradies et al. 1999, 2002, 2004;
Cardoso ct al. 1999; Forsmark-Andreé et al, 1997). In these
studies, cardiolipin and quinone loss have been identified as
the fundamental cause of ETC dysfunction. However, the
damaging effects of lipoperoxidation in other redox compo-
nents of the ETC (i.e. cytochromes) have not been further
explored. In one of these studies (Forsmark-Andreé et al.
1997), it was observed that the content of cytochrome ¢ and
the reduction of cytochrome b by respiratory substrates
decrease by the treatment with ascorbate and ADP/Fe’’,
Nevertheless, from these results it seems difficult to establish
a direet correlation between anomalies in cytochromes
reduction and lipoperoxidation because of the direct effect
of ROS on cytochromes was not properly discarded.

Impairment of cytochromes by lipoperoxidation is an
important issue to address because in the ubiquinol-
cytochrome ¢ oxidoreductase complex (complex II1),
cytochromes participate in electron transfer at quinone
redox sites, which produce ROS from mitochondria.
According to the Q-cycle (Hunte et al. 2003), during
bifurcated quinol oxidation at the quinol oxidase (Qgp) site,
one clectron is transferred to the cytochrome b subunit and
another electron is transferred to cytochrome ¢; via the
Rieske iron-sulfur protein (ISP) rotation between the Qgp
site and the cytochrome ¢; vicinity. Inhibition of electron
transfer during complex Il turnover by treatment with
mhibitors of quinone redox sites induces the apparition of
reactions that bypass the Q-cycle which are responsible for
ROS production (Muller et al. 2003). For example,
treatment of complex III with antimycin A blocks reoxida-
tion of cytochrome b at the Q; site, leading to electrons
accumulation in b hemes and reverse transfer of electrons to
quinone at the Qg site to produce semiquinone, which can
reduce oxygen to superoxide (Muller et al. 2002).

There are functional, specific binding of phospholipid
molecules with protein moietics of complex I1II. For
example, a molecule of phosphatidylinositol was found to
be bound to a position near the flexible linker region of ISP
in the yeast complex I1I. This interaction was proposed to
facilitate the rotation of the ISP catalytic, head domain
(Lange et al. 2001). As well, delipidation of complex 11
impairs antimycin A binding in a reversible way through
cardiolipin addition, reflecting a requirement of cylochrome
b for lipids to achieve an adequate stabilization of its
structure (Tsai and Palmer 1986). Taking into account these
facts, it is feasible to expect that an augment on lip-
operoxidation sensitivity could impair electron transfer at
the cytochromes level, which may lead to an increased
susceptibility of ETC to inhibition by oxidative stress and
the apparition of Q-cycle bypass reactions responsible for
undesirable ROS production. To test this hypothesis,
mitochondria from the yeast Saccharomvees cerevisine
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represent an ideal research model because yeast membranes
are resistant to lipoperoxidation (which allow an investiga-
tion of the effects of ROS on the ETC that are independent
of lipoperoxidation) (Cortés-Rojo et al. 2007) and the
sensitivity of yeast to this process can be increased by
manipulation of the membranes faity acid content.

In the present work, we studied the effects of Fe* on
levels of lipoperoxidation. ETC function and cytochromes
status in yeast mitochondria with native (lipoperoxidation-
resistant) and modified (lipoperoxidation-sensitive) fatty
acid composition. Lipoperoxidation increased the sensitiv-
ity of ETC to inhibition by oxidative stress except at the
level of complex II. Furthermore, lipoperoxidation induced
a resistance to the inhibitory effects of antimycin A on
cytochrome ¢ reduction, which was associated with an
increment in superoxide (0;") formation and a defect in
cytochrome b reduction that was prevented by an anti-
lipoperoxidative agent.

Materials and methods
Materials

«-Linolenic acid (cis.cis,cis-9,12,15-octadecatrienoic acid,
purity 299%), Igepal CA-630, succinic acid, 2.6-dichlor-
ophenolindophenol (DCIP), potassium cyanide, cyto-
chrome ¢, antimycin A, were obtained from Sigma
Chemical. Co. (St. Louis, MO, USA). Stigmatellin and
dithionite were obtained from Fluka Chemie GmbH,
(Buchs, Switzerland). Zymolyase 20T was obtained from
ICN Biomedicals, Inc. (Aurora, OH USA). All other
reagents were of the highest purity commercially available.

Cell growth and mitochondria isolation

For mitochondria isolation, an industrial wild type diploid
strain of Saccharomyees cerevisiae, Yeast Foam was used
(Kind gift from Professor Michel Rigoulet, IBGC, U of
Bordeaux-2, France). Growth medium (YLac: 0.12%
(NH4)-S0,. 0.1% KH5POy, 1% veast extract, 2% DL-lactate,
pH 5.0 with NaOH) was inoculated to an optical density of
0.03 by using cells from 24-h starter cultures grown in YLac.
Cells were grown aerobically at 28°C with orbital shaking at
180 RPM and harvested in mid-exponential growth phase
(ODss5y=3.5-4.0). For yeast fatty acid content manipulation,
1 mM of linolenic acid (C18:3) solubilised with 5% (v/v)
Igepal CA-630 was added fo growth medium immediately
previous to inoculation. Mitochondria were isolated from
spheroplasts as described previously (Guérin et al. 1979;
Averet et al. 1998) except that zymoliase 20T was used
instead of cytohelicase. Mitochondrial protein concentration
was measured by the Biuret assay.
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Lipid cxiraction and fatty acid analysis

Lipids were extracted from mitochondrial homogenates by
the method of Bligh and Dyer (1959). For fatty acid
analysis, methyl csters were generated by the BF;-methanol
assay of Morrison and Smith {1964). After extraction with
n-hexane, samples of methyl csters were scparated by gas
chromatography (Perkin Elmer Clarus 500) on a 30 mx
0.25 mm Omegawax capillary column using high-purity N
as carrier gas. Fatty acids were identified and quantificd by
comparison of their retention time with those of authentic
standards.

Induction of oxidative siress

Oxidative siress was established by incubating mitochon-
dria {(at proper concentrations for cach determination as
indicated below) at 4°C during 30 min in 50 mM KH.PO,
bulfer (pH 7.6 with NaOH} with F e’' at the concentrations
indicated in the legend to cach figure. It has been showed
that Fe’' can initiate the lipoperoxidative process in
phosphate bufler through the gencration of a strong oxidant
that has hydroxyl radical (OH") characteristics (North et al.
1992). Iron was added from a stock solution of 12,5 mM
FeSO4+7H,0 which was acidified with four drops of
concentrated H,$0, to maintain iron in the Fe** form,
For experiments of protection with an antilipoperoxidative
agent, mitochondria were incubated with 5 pM butylated
hydroxyloluene (BHT) during 15 min previous to trcatment
wilh Fe?*. Contrals were treated in the same way cxcept by
iron addition.

Lipid peroxidation measurcments

Changes in lipid peroxide levels were deiermined with the
thiobarbituric acid ({TBA) assay {Buege and Aust 1978).
Mitochondria were treated as indicated above and mixed
with 2 ml of an acid mixture containing 0.25 N HCI, 15%
w/v trichloroacetic acid and 0.375% w/v thiobarbituric acid.
The mixtures were boiled for 15 min, cooled on ice and
centrifuged at 1.000 g for 5 min. The absorbance of the
supernalant was ncasured at 535 mm (Perkin Elmer
Lambda |8 UV/vis spectrophatometer) against a blank
containing all the reagents minus mitochondrial protein.
The results were calculated using the molar extinction
coeflicient for malondialdechyde and expressed in terms of
nanomoles of TBA reactive specics (TBARS) per milligram
of protein.

Succinate-DCIP oxidoreductase activity

This enzymalic activily was measured at room temperature
folowing the succinate-stimulated sccondary reduction of

DCIP {Uribe et al. 19835). For oplimal determination of
ETC rcactions, mitochondria were permeabilized by mild
detergent trealment with Triton X-100 (Hallberg ct al
1993} and treated with Fe** and BHT as indicated above.
The reaction mixture confained 50 mM KH:PO, phosphate
buflfer (pH 7.6), 0.3 mg/ml| permeabilized milochondria,
80 uM DCIP, 1 mg antimycin A and 0.75 mM KCN in a
final 1 ml volume. 0.2 mM EDTA was alse added to
climinatc unspecific reduction of DCIP by Fe**, After
incubating for 5 min with inhibitors and EDTA, the reaction
was initiated with 10 mM sodium succinate (pH 7.6).
Absorbance changes were recorded in a Perkin Elmer
Lambda 18 UV/vis spectrophotometer at 600 nm. The rate
of DCIP reduction was caiculated {rom the slope of the
absorbance plot using the molar extinction coefficient of
20 mM ™' em™ for DCIP. The aclivity was calculated by
subtracting the backeround rate reduction of DCIP i the
absence of succinate (o the reduction rate of DCIP
stimuiaied with succinate.

Succinate cytochrome ¢ oxidoreductase activity

The antimycin A-sensitive succinate-mediated reduction of
cytochrome ¢ was followed by measuring al room tempera-
turc the reductior of cytochrome ¢ in permeabilized
mitochondria treated with Fe*"and BHT as describe above.
The teaction mixture contained 50 mM KH2PO, (pH 7.6),
0.1 mg/ml permeabilized mitochondria, 1.5 mg cytochrome ¢,
and 0.75 mM KCN in a final | ml volume. Aficr incubating
for 5 min with inhibitors, the reaction was initialed by adding
1¢ mM sodivm succinate (pH 7.6). The reaction was stopped
by the addition of 1 pg antimycin A. Alternatively, where
indicated, rcaction was stopped by 2 pg stigmatellin.
Absorbance changes were recorded in a Perkin Elmer
Lambda 18 UV/vis spectrophotometer at 350 nm. The rate of
cytochrome ¢ reduction was calenlated from the slopes of the
absorbance plots using a molar extinction coefficient of
19.1 mM " em™ for cytochrome ¢. The antimycin A-sensitive
reduction of cytochrome ¢ was calculated by subtracting the
activity in the presence of antimycin A plus succinate to the
activity stimulaled only with succinale.

Cytochrome ¢ oxidase activity

This activily was evaluated by measuring the cyanide-
sensitive oxidation of reduced cylochrome ¢ in permeabi-
lized mitochondria treated with Fe** and BHT as described
above. The reaction mixture contained 50 mM KH,PO,
{(pH 7.6), 0.1 mg/ml pcrnmcabilized mitochondria and 1 pg
anlimycin A in a final 1 ml volume. Afier incubating for
5 min with antimycin A. thc reaction was initiated by
adding 25¢ mg dithionite-reduced cylochrome ¢. The
rcaction was stopped by the addition of .75 mM KCN.
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Absorbancce changes were recorded in a Perkin Elmer
Lambda 18 UV/vis spectrophotometer al 550 nm. The rafe
of eytochrome ¢ reduction was calculated from the slopes of
the absorbance plots using a molar extinction coefficient of
19.1 mM™ c¢m™' for cytochrome ¢. The cyanide-sensitive
reduction of cytochrome ¢ was calculated by subtracting the
activity in the presence of cyanide plus cytochrome ¢ 1o the
activity stimulated only with eytochrome ¢.

Assessment of superoxide production

0," production was estimated by evaluating the superoxide
dismutase (SODN-sensitive succinate-stimulated reduction of
cytochrome ¢ (Boveris and Cadenas 1975: Muller el al
2002; Cape et al. 2003). The determinations were carried out
under thc samc conditions uscd for succinate cytochrome ¢
oxidoreductase activily excepl that 100 U/ml MnaSOD, which
is resistant to KCN (Muller et al. 2002), was added 5 min.
before activity assays. Under our experimental conditions,
100 U/ml MnSOD inhibit the antimycin A-resislant reduc-
tion of ¢ytochrome ¢ (attributable to O™ formation at the Qg
site of complex 1T} at levels comparable with the inhibition
of cytochrome ¢ reduction achieved with stigmatellin.
Results were depicted as the rate of remaining eytochrome
¢ reduction stimulated by succinate after MnSOD treatment.

Cytochromes spectra

Cytochromies spectra were obtained by measuring at room
temperature the reduced minus oxidized spectra with a SLM
Aminco DW2000 spectrophotometer fitted in the split mode.
Mitochondra (1.5 mg/ml} were treated with Fe?* (and BHT
where indicated) as described above and placed in reference
and sample cuvettes for recording of the baseline. 10 min
before scanning of reduced spectra, ETC inhibitors
(0.75 mM KON and, where indicated, 1 pg antimycin A)
and |9 mM succinatc were added to sample cuvctic. Spectra
were scanned between 500 and 580 nm. For measurement
of cytochromes concentration, the content of the reference
cuvette was reduced by adding a few grains of solid sodium
dithionite. Cylochromes contents were calculated using the
following wavelengths and molar extinction coefficients:
cytochrome c+c¢y, AA=3552 nm minus 540 nm and e=
19.1 mM ™" em™"; cytochrome b, AA=562 minus 575 nm
and =20 mM ™' cm ™.

Results
Analysis of mitochondrial fally acid composition

To know mitochondrial fatly acid composition of the Yeast
Foam strain of S. cerevisiae and verify the incorporation of
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C18.3 into mitochondria, the composition and amount of
latty acid of isolated mitochondria was analyzed by gas
chromatography. The percentage fatly acid composition is
presented in Fig. 1. In mitochondria isolated from cells
grown in the absence of Cl18:3 (—-CI18:3, panel a), the
percentage composition consist mainly of the monounsat-
urated [atty acids palmitoleic acid {C16:1, 50.7%) and oleic
acid (C18:1, 41.9%). Much lower amounts of the saturated
fatty acids palmitic acid (C16:0, 4.6%) and stearic acid
(C18:0 2.7%) were detected. When cells where grown in
the presence of 10 mM C18.3 (+CI18.3, pancl b), the
mitochondrial fraction becomes highly enriched in this fatty
acid {79.2%). In comparison with —C18:3 mitochondria, the
amount of saturated fatty acids in +C18:3 mitochondria
mncreased 1o 9.3% and 7% for C16:0 and C18:0, respec-
tively. In contrast, the quantity of monounsaturated fatty
acids decreased 10 2.1% and 2.4% for Ci6:0 and C18:0,
respectively.
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Fig. | Effect of C18:3 supplementation on fatty acid profile of yeast
mitochendria. Mitochondria were isolated from cells grown in the
absence of CI8:3 (a) or supplemented with 10 mM C18:3 (b) and
lipids were extracted and znalyzed from mitochondrial homogenates
as deseribed in “Matedals and methods™. Data are presented as the

mean + SE of four determinations
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Effect of C18:3 incorporation on mitochondrial sensitivity
to lipoperoxidation

Mitochondria were challenged during 30 min with increas-
ing amounts of Fe" to establish oxidative stress conditions
and test whether enrichment with C18:3 can augment the
sensitivity of mitochondria towards lipoperoxidation. A
null effect on lipoperoxidation levels was observed in
—C18:3 mitochondria even at the higher concentration of
Fe* ( Fig. 2a). The same treatment stimulated a notable rise
in lipoperoxidation levels of +C18.3 mitochondria with all
Fe*" concentrations tested. These results indicate that
incorporation of CI18.3 sensitized mitochondria to the
deleterious effects of oxidative stress. To further support
this results and discard the possibility that the latter result
could be the product of an unspecific reaction of thiobarbi-
turic acid, +C18:3 mitochondria were pre-incubated with
5 uM of the anti-lipoperoxidative agent BHT during 15 min
before Fe** treatment. Phenolic compounds like BHT
inhibit lipoperoxidation by trapping intermediate peroxyl
radicals that promote the propagative phase of this process
(Porter 1986). Figure 3 shows that BHT fully inhibits the
increment in lipoperoxidation obtained with 50 pM Fe¢*'
and does not exert any effect on the basal levels of this
parameter.

Influence of C18:3 incorporation on ETC sensitivity to Fe*'

The sensitivities of ETC partial reactions to Fe?" in —~C18:3
and +C18:3 mitochondria were compared fo investigate
whether incorporation of C18:3 into mitochondria and the
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Fig. 2 Effect of Fe*' on lipoperoxidation levels in —C18:3 (black bars)
and +C18:3 (white bars) mitochondria. Mitochondria were challenged
at 4°C during 30 min. with indicated concentrations of Fe*". Measure-
ments were made as described in “Materials and methods™. Data are
presented as mean + S.E. of at least three independent experiments.
Significantly different when compared to —C18:3 mitochondria at the
same Feo" concentration (**P<0.01, Student’s test)
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Fig. 3 Protective effect of BHT against lipoperoxidative damage
induced in +C18:3 mitochondria by 50 uM Fe™*. To test protective
effect of BHT, +C18:3 mitochondria were pre-incubated with 5 uM
BHT 15 min. prior to treatment with Fe?', which was carried out as
described in Fig. 2. Controls were treated in the same way except by
Fe*" or BHT addition. Data are presented as mean = S.E. of at least
three independent experiments. Significantly different when compared
to Fe* 50 UM (*#P<0.01. Student’s test)

consequent augment in lipoperoxidation may enhance
susceptibility of ETC function to oxidative stress. Mito-
chondria were treated during 30 min with Fe®' and ETC
activities were measured spectrophotometrically with appro-
priate substrates and inhibitors for each complex. Figure 4a
shows a concentration-dependent progressive inhibition on
succinate-DCIP oxidoreductase (complex IT) activity. How-
ever no significative differences in sensitivity to Fe®™ were
observed between —CI18:3 and +C18:3 mitochondria, sug-
gesting that lipoperoxidation may not participate in the
mechanism of complex 1l inhibition.

Deeper differences in sensitivity to Fe*" were observed
when antimycin A-sensitive succinate-cytochrome ¢ oxido-
reductase activity (representative of the complex I activity
using succinate and endogenous ubiquinone-6 as electron
donor [Matsuno-Yagi and Hatefi 1996]), was assayed
(Fig. 4b). In —C18:3 mitochondria, this activity was
inhibited about 24% with low (12.5 uM) and intermediate
(25 uM) concentrations of Fe*'. At high (50-100 uM)
concentrations, a remaining activity ol 43% and 26%,
respectively, was observed. Significative differences in
sensitivity with respect —C18:3 mitochondria where ob-
served i +C18:3 mitochondria at concentrations above
12,5 uM Fe?'. Activity was inhibited by 67% and 92%
with 25 pM and 50 uM Fe?', respectively, while 100 pM
Fe® " almost fully inhibited this activity.

Cytochrome ¢ oxidase (complex IV) activity (Fig. 4¢)
also becomes more sensitive to Fe?' inhibition in +C18:3
mitochondria, although in a lower proportion than that
observed in complex I activity, At high (50-100 pM) Fe*'
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concentrations, oxidase activity was repressed in +C18:3
mitochondria by 53% and 60%, respectively, and 16% and
24%, in —C18:3 milochondria. It must be pointed oul that
overall resistance of cylochrome ¢ oxidase to Fe?” in
—C18:3 mitochondria were higher in this complex than that
observed for the other ETC complexes. Taken together,
thesc results suggest ihat lipoperoxidation is involved in the
augmented sensitivity of the complex HI-IV scgment of the
ETC to oxidative siress.
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4 Fig. 4 Effect of Fe®* on partial reactions of ETC in —C18:3 (hlack
vireles) and +C18:3 (white cirefes) mitochondra. Mitechondria were
challenged at 4°C during 30 min. wilh the indicated concentrations of
Fe®*. Succinate-DCIP oxidoreductase (a), antimyein  A-sensitive
suceinate-cytochrome ¢ oxidoreductase (h) or KCN-sensitive cyto-
chrome ¢ oxidase activities were measured as described in “Materials
and methods”. Data are expressed as the percentage of the remaining
activities with respect to control activities (0 pM Fe2*). The values of
conteol activities {100%) were: 72.62+6.7 and 51.01 9.0 mmoles
DCIP/min = mg protcin for succinate-DCIP oxidoreductase activities in
~C18:3 and +C18:3 mitochondria, respectively: 192.63+28 14 and
56.7+3.22 mmoles cylochrome ¢ /min *ing protcin for antimycine A-
sensitive succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase activities in —C18:3
and +C18:3 mitochondna, respectively; 162.81+1(.16 and 160.01=%
26.7 mmoles cytochrome ¢ /minxmg protein for KCN-sensitive
eytochrome ¢ oxidase activities in —C18:3 and +C18:3 mitochondria,
respectively. Dala are presented as mean + S.E. of at least four
independent experiments

Protective effect of BHT on ETC inhibition by Fe?'

The protective cffect of 5 pM BHT on the inhibition of
ETC activities by 50 uM Fe*' was assayed to further asses
the participation of lipoperoxidation in the augmented
sensitivity 10 Fe?* obscrved in +C18:3 mitochondria. As
observed in Fig. 5a, BHT did nol exert a protective effect
from the inhibition achicved in complex 11 with 50 pM Fe?*
neither in —C18:3 nor +C18:3 mitochondria, which confirm
that complex 1l activity is not affected by lipoperoxidation.
On the other hand, a recovery of up te 68% in the complex
111 activily was observed wilth BHT exclusively in +C18:3
mitochondria (Fig. 5b) indicating an important participation
of lipoperoxidation in the inactivation of this complex. As
expecied, BHT had no effect on the inhibition observed in
—C18:3 mitochondria.

Considering the higher resistance of complex IV to
inhibitory cffects of Fe®', we decided to test protective
effects of BHT in the presence of 100 uM Fe*' for a better
discernment of (he resulis. BHT fully protected complex 1V
activity cxclusively in +C18:3 (Fig. 5¢), confirming the
notion that the increase in susceptibility fo oxidative stress in
this complex can be atiributed 1o lipoperoxidation. A similar
result was observed in the presence of 50 uM Fe®* {deta not
shown). Taken together, these results confirm that an augment
on the sensitivity of complex HI-1V segment of ETC towards
oxidative damage is attributable 1o lipoperoxidation.

Influcnce of Ci8:3 incorporation and oxidative stress
over the effects of complex Il inhibitors and SOD
on ¢ytochrome ¢ reduction

The effects of compiex [l inhibitors and MnSOD on
cylochrome ¢ reductions were evaluated as an approach to
assess O, formation, identify its site of generation and
investigate whether lipoperoxidative damage may cnhance
ROS production. Figurc 6a illusirates the cffect of complex
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[T inhibitors on the traces of cytochrome ¢ reduction by
control mitochondria. Succinate addition stimulates a rapid
reduction of cytochrome ¢. Antimycin A partially inhibits
this reduction (97.6% in —C18:3 mitochondria and 94.5%
in +CI18:3 mitochondria) and is fully abolished by
stigmatellin. Antimycin A-resistant cytochrome ¢ reduction
at complex Il has been closely associated with O™
production (Chance et al. 1979). Morecover, stigmatellin
inhibit O," production by binding in the ubiquinol
oxidation pocket at Qg site (Muller et al. 2003; Kessl et
al. 2003). Considering these facts, we assumed that the
effects observed in Fig. 6a reflect O, generation at the Qg
site of complex III. Therefore, the effect of complex 111
inhibitors on cytochrome ¢ reduction was analyzed in
mitochondria treated with Fe?™ (50 puM). In —C18:3
mitochondria, the rate of cytochrome ¢ reduction was
inhibited with antimycin A by 93.5% (Fig. 6b), which
was comparable with that observed in control treatment.
Although the rate of cytochrome ¢ reduction by succinate
was lower in +C18:3 mitochondria, an increased resistance
to antimycin A was detected in this case, since this inhibitor
decreased the reduction rate by just 42.1% (Fig. 6b).
Furthermore, stigmatellin abolished cytochrome ¢ reduction
in +C18:3 mitochondria (Fig. 6¢). The loss of sensitivity to
antimycin A observed in Fe*'-treated +C18:3 mitochondria
was recovered by 82.8% through pre-treatment with BHT
(Fig. 6d)

Fig. 5 Protective cffect of BHT against the inhibition induced in ETC P

partial reactions by Fe*. To test the protective effect of BHT, ~C18:3
or +C18:3 mitochondria were pre-incubated with 5 uM BHT 15 min.
prior to the treatment with the indicated concentrations of F ¢**, which
was carried out as described in Fig. 2. Suecinate-DCIP oxidoreductase
(a), antimyein A-sensitive succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase (h)
or KCN-sensitive cytochrome ¢ oxidase (¢) activities were measured
as described in “Materials and methods”. Data are expressed as the
percentage of the remaining activities with respect to control activities
(0 UM Fe®" in the absence of BHT or 0 uM Fe** plus 5 uM BHT
when this agent was tested). The control values for succinate-DCIP
oxidoreductase activities were: 72.62+6.7 and 76.73+2.23 mmoles
DCIP/min*mg protein in —C18:3 mitochondria in the absence and the
presence of BHT, respectively; 51.01=9.01 and 49,14=0.28 mmoles
DCIP/min*mg protein in +C18:3 mitochondria in the absence and the
presence of BHT, respectively. The control values for antimycine A-
sensitive succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase activities were:
192.63+28.14 and 230.98+46.76 mmoles cytochrome ¢ /min*mg
protein in —C18:3 mitochondria in the absence and the presence of
BHT, respectively: 56.7+3.22 and 56.78+6.74 mmoles cytochrome ¢ /
minxmg protein in +CI8:3 mitochondria in the absence and the
presence of BHT, respectively. The control values for KCN-sensitive
cytochrome ¢ oxidase activities were: 162.81+11.16 and 145.56+
38.82 mmoles cytochrome ¢ /min*mg protein in —C18:3 mitochon-
dria in the absence and the presence of BHT, respectively; 160.01+
26.7 and 157.59+5.93 mmoles cytochrome ¢ /min*mg protein in
+C18:3 mitochondria in the absence and the presence of BHT,
respectively. Data are presented as mean = S.E. of at least four
independent experiments. Significantly different when compared to
+C18:3 mitochondria with Fe*" 50 uM (b) or HC18:3 mitochondria

Increased resistance to antimyein A induced by Fe' in
+(18:3 mitochondria and the full inhibition of cytochrome
¢ reduction by stigmatellin may implicate that under these
conditions, a large proportion of the residual reduction of
cytochrome ¢ can be attributable to O, generation at Qg
site. To test this hypothesis, the effect of 100 U/ml MnSOD
on cytochrome ¢ reduction stimulated by succinate and in
the absence of inhibitors was analyzed. Table 1 shows that
this activity was unaffected by MnSOD in ~CIR:3
mitochondria. In contrast, MnSOD inhibited eytochrome ¢
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Fig. 6 Time traces of cytochrome ¢ reduction by succinate.
Cytochrome ¢ reduction was evaluated as described in “Materials
and methods™ for succinate cytochrome ¢ oxidoreductase activity
measurements. Complex [T inhibiters were added at the times
indicated by amrows. Where indicated, mitochondria wers incubated
with Fe** or BHT pius Fe®* prior to detenminations as described in
Fig. 3. a Effect of consecutive addition of antimycin A and

reduction by 95% m +C18:3 mitochondria. Together, thesc
resulis indicate that lipoperoxidative damage in complex Ui
increases its susceptibility to oxidative stress and stimulates
0," generation at the Qg sile.

Table 1 Effect of MaSOD on the rate of cytochrome ¢ reduction
stimulated by succinate m mitochondria exposed to Fe? 50 uM

Treatments ~-C18:3 +C18:3
Fe?* 50 yM 50,8102 4014
Fe** 50 uM+MnSQD 57741 0.2+0,06*
{100 Uil

Rates are expressed in mmoles of reduced cytochrome ¢/minfmg
protein, Data are presented as the mean = SE of at least 3 independent
experiments. Significantly different when compared to +C18:3
mitochondria treated with Fe?* 50 pM {*P<0.05, Student’s test].

@ Springer

Time {min}

stigmatellin on cytochrome ¢ reduction in control mitechondria. b
Effect of antimycin A on cytochrome ¢ reduction in ~C18:3 and
+C18:3 mitochondria treated with Fe?* 50 uM. ¢ Effect of antimycin
A or stigmatellin on cytochrome ¢ reduetion in +C18:3 mitochondria
treated with Fe** 50 uM. d Effect of antimycin A on cytochreme ¢
reduction in +CI8:3 mitochondria treated with Fe** 50 pM or BHT
plus Fe®* 30 uM. Data are from a representative experiment

Influence of C18:3 incorporation and oxidative stress
on cytochromes specira

The effect of Fe®* on absorption spectra of cytochromes
was cvaluated to reveal if the increased sensitivity of ETC
to oxidalive stress observed in +C18:3 milochondria is
related with impaired eytochrome(s) function and/or altered
cytochrome(s) content. Figure 7 depicts the total amount of
cytochromes reduced in the presence of dithionite. The amount
of cylochrome b and ¢+ ¢; per milligram of protein was higher
in —C18:3 {Fig. 7a) than in +C18:3 (Fig. 7b}). Although their
fower cytochromes content, no appreciable effect was exerled
by Fe*' on +C18:3 mitochondria. Converscly, the treaiment
with Fe¢®* 50 pM decrcased the content of cytochromes ot ¢y
in —C18:3 mitochondra. As expected, pre-treatment with
BHT did not protect from cylochromes loss.
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Fig. 7 Effect of Fe** on cytochromes content of —C18:3 (a) and
+(C18:3 (b) mitochondria using dithionite as electron donor. Mito-
chondria were incubated with 50 uM Fe*" or BHT plus 50 uM Fe?*
prior to determinations as described in Fig. 3. Cytochromes spectra
were recorded as described in “Materials and methods”. Cytochromes
content was calculated from wavelengths and molar extinction
coefficients described in “Materials and methods™. Black bars:
cytochromes c+e;. Gray bars: eytochrome b, Data are presented as
mean = S.E. of at least three independent experiments. Significantly
different when compared to control (*P<0.03, Student’s test)

Figures 8a and b show cytochromes spectra of both
-C18:3 and +C18:3 control mitochondria (solid line) using
succinate as ¢lectron donor instead dithionite. The charac-
teristic absorption peak of cytochromes c¢+¢; can be
observed at 550 nm and the shoulder corresponding to
cytochrome b appears at 562 nm. Absorption peak of
cytochromes ¢t+¢; and shoulder corresponding to cylo-
chrome b were also observed when —C18:3 mitochondria
were treated with 50 uM Fe®* (Fig. Sc). However, in
+C18.3 mitochondria, Fe®' treatment caused the total
disappearance of the shoulder corresponding to cytochrome
b (Fig. 8d), suggesting an impairment on the reduction of
this cytochrome. To further investigate this result, the effect
of antimycin A in cytochrome 4 reduction was tested.
Antimycin A blocks eylochrome b re-oxidation at () site
which is reflected as an augment in the intensity of
cytochrome b absorption in both —C18:3 and +C18:3

control mitochondna (Fig. 8a and b, dotted line). When
oxidative stress was induced by Fe*', the effect of antimycin
A was also observed in —C18:3 mitochondria (Fig. 8c, dotted
line), while in +C18:3 mitochondria, antimycin A induced

just a very weak increment in absorption in the range of

wavelengths between approx. 560 to 565 nm (Fig. 8d, dotted
line). The impairment in cytochrome b reduction by
succinate observed in +C18:3 mitochondria was not attrib-
uted to cytochromes loss as the cytochrome b shoulder was
observed in Fe?'-treated +C18:3 mitochondria in the
presence of dithionite (Fig. 81) and cytochrome b content
in +C18:3 mitochondria was not altered by Feo' treatment
(Fig. 7b). To test whether the failure in cytochrome b
reduction by succinate can be attributed to lipoperoxidative
damage, the effect ol BHT was tested on cytochromes
spectra of Fe?'-treated +C18:3 mitochondria using succinate
as clectron donor. Figure 8¢ shows that the shoulder
corresponding to cytochrome b is present when lipoperox-
idation was prevented with BHT (solid line). Moreover,
antimycin A produced an increment in cytochrome b
absorption (dotted line), indicating that sensitivity to this
inhibitor was recovered. Taken together, these resulis indicate
lipoperoxidation does not affect the eytochromes content
but impairs electron transfer at the level of cytochrome b,
while under non-lipoperoxidative conditions, oxidative stress
affects mainly the content of cytochromes c¢te;.

Discussion

The present study shows that an increase in mitochondrial
sensitivity to lipoperoxidation brings important changes in the
response of ETC to oxidative stress. This was related with
incorporation into mitochondria of a fatty acid with a higher
number of double bounds than that observed m the native
fatty acids from yeast membranes. As demonstrated by this
and other reports (Watson et al. 1975; Tuller et al. 1999;
Priault et al. 2002), the fatty acid composition of S
cerevisiae mitochondria consist of saturated and monounsat-
urated fatty acids, the latter being the main membrane
components when yeast grows in a non fermentable carbon
source. In yeast, monounsaturated fatty acids are formed
from saturated fatty acyl CoA precursors by the Olelp A9-
fatty acid desaturase (Martin et al. 2007). When supple-
mented m growth medium, unsaturated fatty acids are
imported into the cell and subsequently activated to the cor-
responding CoA thioesthers (Johnson et al. 1994). The latter
strongly repress desaturase activity of Olelp due to the
decrease of OLE] mRNA levels (Bossie and Martin 1989),
Thus, the final result of fatty acid supplementation is the
induction of radical changes in the acyl composition of
membranes lipids by replacement of the native monounsatu-
rated fatty acids with the supplemented fatty acids (Martin et al.
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Fig. 8 Effect of Fe™* on difference absorption spectra of cytochromes
from —C18:3 and +C18:3 mitochondria. Mitochondria were incubated
with 50 uM Fe™ or BHT plus 50 pM Fe prior to detenninations as
described in Fig. 3. Cylochromes spectra were recorded as described in
“Materials and methods™ using succinate as glectron donor except by (f),
where dithionite was used instead suceinate. Solid lines: spectra in the
absence of complex [Nl inhibitors. Dotted lines: spectra in the presence

2007). Our results show that mitochondria were suceessfully
eariched with C18:3 through addition of this fatty acid to the
culture medium. Also, CI1B:3 supplementation produced a
drastic diminution in thc amount of monounsaturated fatty
acids (Fig. 1), which may be interpreied as the resull of the
repression exerted by C18:3 on Olelp desaturase activity.
Lipoperoxidation is initiated by the abstraction of an H
atom from a methylene group of a polyunsaturated fatty

@ Springer

Wavetength (nm)

of antimycin A, a Spectra of —C18:3 control mitochondria. b Spectra of
+C18:3 control mitochondria. ¢ Spectra of —C18:3 mitochondria treated
with 50 uM Fe™". d Spectra of +CI8:3 mitechondria treated with
50 uM Fe®'. e Spectra of +C18:3 mitochondtia Ireated with BHT plus
50 pM Fe?*, T Spectra of +('18:3 mitochondria treated with 50 pM Fe?*
using dithionite as electron donor. Data are from a representative
experiment

acid to produce a carbon-centered radical (North ot al,
1992). This radical tends to be stabilized by a molccular
rearrangement 10 give a stabilized conjugated dienyl radical
that undergo rapid autoxidation. Mcthylenc-interrupted
diene fatty acids (i.e. C18:3) undergo autoxidation rcadily
al room lemperature via the stabilized dienyl radicals, while
monounsaturated fatty acids only wndergo autoxidation at
clevated temperatures duc to the impossibility to form a
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stabilized radical (Porter 1986). These data cxplain the
insensitivity 10 peroxidation observed in saturated and
monounsaturated tatly acids (Holman 1954) and are in
concordance with the nul) sensitivity to lipoperoxidation
obscrved in —C18:3 mitochondria. whose membranes are
constituled of thal type of fatly acids. Incorporation of
C18:3 increased the scnsilivily of mitochondria to lip-
operoxidation, which is explained in view that sensitivity
of fatty acids to peroxidation depends on the number of
double bonds contained in its hydrophobic 1ail; the higher
number of double bouds the higher susceptibility 1o
peroxidation,

No differences in the sensitivity of complex I to Fe**
were observed between —(C18:3 and +C18:3 mitochondria,
As well, inhibition of complex IT aclivity was not prevented
by BHT, suggesting that the contribution of lipoperoxida-
tion is noi determining the mechanism of inhibitton of this
complex. In concordance with this suggestion, in 2 study
carricd out in rat synaptosomes. it was obscrved that the
inhibition in complex II activily with ascorbate/iren was not
prevented by pre-incubation with the lipophilic anitoxidant
vitamin E (Cardoso et al. 1999). A wide amay of
mitochondrial proteins depends on the phosphotlipid car-
diolipin for ils adequate functioning; however, there are no
reports describing a cardialipin requirement for adequalce
function of compicx Il (For a review sce Chicco and
Sparagna 2007). From this perspective, it can be suggested
thal peroxidation of cardiolipin and other phospholipids
may nol have a harmiful cfieet on complex [ lunction.
Hence, other targets would be proposed lo explain complex
I inactivation by oxidative stress. One of these candidates
could be oxidation of thiol groups that arc essenlial for
complex Il activity (Lé&-Qudc et al. 1981). In agreement
with this idca, in a study camed oul in ml synaptesomes,
the inhibition of the complex I actlivity with ascorbate/iron
was prevented by treatment with reduced ghutathione
{Cardoso o1 al. 1999), while in yeast mitochondria, the
thiol reductant -mercaptocthanod reversed the inhibition in
compiex [l activity induced by H,0; (Cortés-Rojo ct al.
2007y, Other possible candidales are the three iron-sulfur
clusters that dircet clegtron flow in complex 1 (Cheng ¢t al,
2006). giver that these kind of prosthetic groups can be
damaged through overproduction of ROS caused by iron
overload (Rustin et al. 1999).

Augmenicd susceptibility to oxidative stress was ob-
served in complex 1T and complex [V activitics from
+(18:3 mitochondria, This effect was atiribuled 1o lip-
opcroxidative damage since BHT protected 1o a differemt
degree the enzymatic activities of these complexes. In this
regard, BIT fully protected complex 1V activity in +C18:3
and no pratection was observed in —C18:3 mitachondria,
which discard the possibility of arifactual protection by
BHT. Therc are reporls pointing 1o cardiolipin as an

esscntial phosphalipid for complex 1V functioning {(Fry
and Green [980; Rohinson 1993). As well, it has been
demonstrated that peroxidative damage to membranc lipids
affects complex [V activity in a reversible way through
cardiolipin restitution (Paradics ¢ al. 2000}, From thesc
dala, it can be inferred that complex 1V inactivation can be
attributed tolally 1o lipoperoxidation.

Complex T aclivity from +C|8:3 mitochondria was the
mosl sensitive segment of ETC to the damaging cffects of
oxidative stress since a concentration of 100 pM Fe™*
alimost [ully abolished this activity. Likewise, in a stndy
carned out in ral iver mitochondda, it was observed that
complex T1I behaved as the mosl sensilive enzyme against
the anack of free radicals gencrated by the iron/ascorbate
system {Trimper et al. [988). In a subsequent stndy
(Reinhecke! ot al, 1995), it was ohserved that high suscepti-
bility of the complex [II activily in comparison o the other
complexes was nol allnbulable to strectural alterations in
complex subunits given that changes in clectrophoretic
mobilitics or specilic losses ol protein subunits were not
found, Hence, it was suggesied that the loss of activity has to
be explained by specific impaimment of the redox-active
centers in the vespiratory chain proteins, most likely by
changes in phospholipid-protein interactions. In this work, we
searched for allerations in cytochromes status caused by Fe**
in en attempt 1o clucidatc how a higher susceptibility 1o
lipopcroxidation sensifize complex [H aclivity againsi the
damaging ¢ffects of oxidative stress, First, it was found that
basal complex II] activity was lower in +C18:3 milochondria
than in —=CI8:3 mitochondria, This may be atiributed to an
inferior capability of +C18:3 milochondria for clectron
transport due 10 8 lower concenbiation of cytlochromes
cted and b, We do not have experimental evidence to
explam the diminished cytochromes content when cells are
supplemented with C18:3. 1n this regard. it can be speculated
that iower content of cylochromes may be related with
repression of desalurase activity by supplemnented fatly acids.
Removal of electrons and protons during fatty acid desalura-
tion is a process cnergetically demanding (Fox ot al. 2004)
and requires oxygen (Martin et al. 2007). Therefore. energy
cxpenditure and oxygen demand could considerably de-
crcase when unsaturation is repressed by supplementation
with C18:3 and the ccll could respond to this change by
diminishing energy production and oxygen consumplion
through down-regulation in cytochromes synthesis al a
threshold level that allow acrobic growth in a non-
fermeniable carbon source. kn any case, a Jower amount of
cylochromes was nol retaled with a higher inhibition of
complex ITl aclivity in +C18:3 mitochondra as the content
of cylochromes was not altered by Fo?* treatment, Indeed, a
decrease in eylochromes o+ ¢/ was observed only in —C18:3
mitochondnia, Studies caroied oul in liposemes conlaining
lipids with a variable unsaturation degree have demonsirated
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that the presence of unsaturaled fatty acids profects structure
and function of cytochrome ¢ from oxidative damage causcd
by exposure to oxygen singlel {Rodrigues et al. 2007) or +
butylhydroperoxide (Nantes ¢t al. 2000). 1n a similar way, it
is rcasonabic to assume that {ri-unsaturated lipids from
+C18:3 mitochondria react preferentially with ROS pro-
duced by Fe*' exposure, which may help to preserve
structural characteristics responsible for light absorption of
cytochromes. Conversely, it is possible that in —C18:3
mitochondra, cytochromes c¢+c; becomes the main target
of the ROS gencrated by Fe?' given the low unsatutation of
fatty acids from —C18;3 mitochondria and its null suscepti-
bility to lipoperoxidation. As expected. BHT did not protect
from inhibition complex 111 activity and cytochromes loss in
—C18:3 mitochondria. This suggests that under non-
lipopcroxidative conditions, the damage in cytochromes
¢tep is the main factor that limits electron transfer at
complex IIE

Although the cylochromes content was not affected by
oxidative stress in +C18:3 mitechondria, a failure m
cytochrome A reduction by succinate was obscerved. During
the Q-cycle, reduction of cylochrome & is achieved by
bifurcated sequential oxidation ol quinol at the Qg site of
complex N1, The first ¢lectron from quinol is transferred to
the ISP. lcaving a reactive radical scmiquinone. The
semiquinone then firansfers an clectron to hemes b
contained in the cytochrome b subunit (Muller ot al
2003). Alternatively, a concerted mechanism for quinol
oxidation has been proposed {(Zhu et al. 2007). On the other
hand. delipidation of complex III impairs antimycin A
binding in a reversible way by cardiolipin restitution,
Taking into account thesc data and the lipophilic naturc of
cytochrome A, il scems plausible to hypothesize that.
withoutl altering heme & concentration, lipoperoxidation
may alter the eyvtochrome b conformation or redox potential
of & hemes to an unfavourable value in such a way that
clectron transfer to hemes becomes impaired. As well, this
argument is supported by the lack of antimycin A effects
observed in the cytochromes spectra and the augmented
resistance 10 this inhibitor observed in cytochrome ¢
reduction. The role of lipoperoxidation in these effects is
confirmed because when +C18:3 milochondria were pre-
incubated with BHT, Fe®* treatment did not impair the
cytochromic d reduction by succinate and the cffects of
antimycin A were recovered in both the cytochromes spectra
and in cytochrome ¢ reduction. Furthermore, disappearance
of the cytochrome & shoulder and increased resistance to
antimycin A were nol observed in —C18:3 mitochondria.

Although cytochrome b reduction was impaired by
lipoperoxidation. our results suggest that quinol binding
and oxidation by the ISP protein at the Qg sile was not
totally affected by lipoperoxidation since residual cyto-
chrome ¢ reduction was abolished by stigmatellin, a

@ Springer

competitive inhibitor of quinol oxidation (Kessl ¢t al,
2003). Also, contrary to the quinonc destroyed by lip-
operoxidation reported in another study (Forsmark-Andreé
et al. 1997), residval cytochrome ¢ reduction by succinale
implicate that a fraction of endogenous ubiquinone was still
available for elcctron transfer from complex IT to camplex
1. Otherwise, cylochrome ¢ reduction would be complete-
ly inhibited.

Specific interactions between membrane phospholipids
and domains of ISP have been proposed to facilitate the
rolation of the ISP catalytic, head domain (Lange et al. 2001).
These interactions could be aftered in +C18:3 mitochondria
when lipoperoxidation was stimulated by Fe2* treatment. [n
addition, it has been proposed that disraption in the electron
transfer between £ hemes impair the movement of the head
domain of reduced ISP (Yang ct al. 2008). Thus, these two
factors may conjugate to impair ISP movement in +C18:3
milochondria. As stated above, the stigmatellin-sensitive
cylochrome ¢ reduction suggest that guinol oxidation by
ISP is still operative in +C18:3 mitochondria subjected to
oxidative siress. Thus, quinol oxidation and the presumed
impairment in ISP mavemeni caused by lipoperoxidation
could lead 1o increased O," production and non-catalylic
reduction of cytochrome ¢ Disruption in cytochrome &
reduction in mutants lacking & hemes leads to incrcased Oy
formation because the second clectron from quinel is
retained either in b; heme or semiguinone and reacts with
oxygen to produce 027 (Shang 2008). Similarly, the
disruption in cylochrome b reduction obscrved in +C18:3
mitochondria may contribute to an electron leak al the Qp
stte and O, production, In accordance with this argument,
residual cytochrome ¢ seduction was almost fully inhibited
by MnSOD (or stigmatellin) only in +C18:3 mitochondria,
indicating that under lipoperoxidative conditions, a large par
of the cytochrome ¢ reduction procceds through O
generation at Qg site.

Taken together with the data observed by others and the
resulls obtained in this study, we suggest a mechanism by
which lipoperoxidation could lead 1o decreased complex 111
activity and augmented Q5" production. Lipoperoxidation
affects cytochrome & conformation. which would be
reflected as a disruption in the reduction of & hemes and
an increased resistance to antimycin A, At the same time,
lipoperoxidation and/or the defeet in clectron transfer at
cytochrome & may impair ISP movement between heme b,
and cytochrome ¢y, which would lead 10 a decrease in
catalytic cytochrome ¢ reduction. Damage in ISP move-
ment would not impair guinol oxidation (as reflected by
inhibition of cytochirome ¢ reduction by stigmatellin). The
failure in electron transfer 1o cytochrome 4 and the
impaired ISP movement would lcad to the leak of clectrons
arising from quincl oxidation by ISP. These electrons may
react with oxygen 1o produce O,", which in turn could
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reduce cylochrome ¢ in a non-catalylic way (as reflected by
mhibition of cytochrome ¢ reduction MnSOD).

The total concentration of Fe2' in yeast mitochondria has
been estimated to be in the range between approximaitely
500-800 puM and it has been suspected that about 20% is in
a free chelatable form (Hudder ot al, 2007, Fhe higher
concentration of Fe?* uscd in this study (100 pM) is out of
the range of the frec iron concentration mentioned above.
Considering that even this concentration was not able 10
fully inhibit any ol the activities measured in —C18:3
mitochondria, this indicates that ycast mitochondria are
highly resistant to the damaging cffccts of oxidative stress,
as was suggested in another report (Machida et al. 1998). A
great part of this resistance must be attributed 1o the low
unsaturation degree of yeast membrancs, Lipid unsaturation
of mitochendrial membranes and resistance to lipoperox-
idation has generated a greal interest in the scientific
community that studics agcing mechanisms in superior
organisms (For a review sece Hulbert 2005). Peroxidisability
index of milochondrial membranes has been strongly
correlated with the life span of superior organisms: the
higher lifc span, the lower scnsitivity of mitochondrial
membranes fo lipoperoxidation (Pamplona ct al. 1998). The
highcr susceplibility 1o lipoperoxidation observed in organ-
isms with shorter life spans would lead to an accelerated
deeay in mitochondrial function (maybe involving somc
aspects of mitochondrial dysfunction described in the
present investigation), compromising the adequate function
of the cell and predisposing it 10 early ageing. Taking into
account the results obtained in the present study and the
fact that ycast has been used as a model in ageing research
{Breitenbach et al. 2003), we consider that yeast with
marnipulated [atty acid conlent may be useful 1o understand
the underlying molecular mechanisms that connect mito-
chondrial lipeperoxidation with ageing,
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Electron transport chain of Saccharomyces cerevisine mitochondria is
inhibited by H,0; at succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase level
without lipid peroxidation involvement

CHRISTIAN CORTES-ROJO', ELIZABETH CALDERON-CORTES',
MONICA CLEMENTE-GUERRERO', SALVADOR MANZO-AVALOS',
SALVADOR URIBE?, ISTVAN BOLDOGH, & ALFRED( SAAVEDRA-MOLINA!

Mnstingo de Investigaciones Quimitco-Bioldgicas, Unfversidad Micheacana de San Nicolds de Hidalgo, Morela, Mich.
Mézreo, ? Preriue de Fisiologia Celtidar, UNAM, Méxicn, and Y werity of Texas Medical Branch, Galoeston, Tevas, USA

Accepled by D [0 Feller

(Received 13 odpril 2007, in revised form 13 cngusse 2007}

Abstract

The deleterious eftects of Hi{): on the electron transport chain of yveast milochondria and on mitachondrial lipid
peroxidation were evaluated. Exposure w0 H,(); resulted in inhibition of the oxygen consumpuon in the uneoupled and
phosphorylating states to 699 and 63%, respectively. The effect of H(0> on the respiratory rate was associated with an
inhihition of succinate-ubiquinone and succinate-DCIP axidoreductase activities. Inhihitory effect of Hu(), an respiratory
complexes was almaost completely recovered by f-mercaploethanol wreatment. 11,0, treatment resulted in full resistance 1o
{24, site inhibitor myxothiazol and thus it is suggested that the quinol oxidase site [{Jn) of complex 111 is the target tor HzO;.
H. 0, did not madify hazal levels of lipid peroxidation in yeast mitochondria. However, H.(}, addition ter rat brain and liver
nuitochondria induced an increase in lipid peroxidation. These results are discussed in terms of the known physiological
differences between mammalian and veast mitochondria.

Keywords: Yeast, mitochondria, axvgen conswmption, respiratory chain, HaOs, peroxidation

Introduction

Itn cells, the mitochondrial electron transport chain
(ETC) is ome of the most important sources of
reactive oxygen species (ROS) [1]. ROS generanon
in ETC: mayv he promated in a:dtrn through addition of
certain inhibitors of respiratary complexes, whereas
some pathological situations, such as cardwmyopathy
12,3], hyperglveaernia 1], calcium overload |3] or
genetic detects in proteing that constitute respiratory
complexes [6] may wmwerease the oo e of
matochondroial ROS production. Because ROS are
short-lived species and react readily with malecules

surrounding their generation site, it should be ex-
pected that lipids and proteins from mitochondrial
membranes are their main targer when mitochondrial
ROS generation is augmented. Hence, the study of
oxidative stress effects on ETC components has
become important, because mitochondrial oxidative
stress-related dyvsfunction could be implicated in a
wide range of disorders, including liver damage by
hepatitis B [7], heart ischemia-reperfusion [8] and
ageing [9,140].

A number of studies have focused oo lipid
peroxidation as the main factor of ETC inhibition
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by ROS. Exposure of bovine heart submitochondrial
particles to ascorbate plus ADP/Fe? " diminished
the ubiquinone content and succinate dehydrogen-
ase and cytochrome ¢ oxidase activities. These
effects were paralielled by an increase in lipid
peroxidation [11]. In rat synaptosomes, the activities
of complexes II, IIT and V were partially inhibited by
ascorbate-iron treatment. In this system, lipophilic
antioxidants protected the activity of complex III, so
it was suggested that hipid peroxidation was involved
in inhibitionn. However, protein oxidation could also
be involved in the effects on these complexes [12].
In mitochondria isolated from rat hearts subjected to
an ischemia-reperfusion cvcle, the rate of H,0O,
production increased when using succinate as re-
spiratory substrate, leading to lipid peroxidation-
associated cardiolipin loss and diminution in state 3
respiration rate. This last effect was attributed 1o a
partial inhibition m activities of complexes 1 and III
[13,14].

Despite the above described, some authors have
reported that ETC may be oxidatively damaged by
mechanisms which do not necessarily involve perox-
idative damage to lipids. (riulivi et al. [15] reported
the preferential attack of oxvgen singulet to proteic
components of ETC over the atack to lipidic
components of miochondnal membranes. In beef
heart submitochondrial particles exposed to increas-
ing doses of hydroxyl radical (OH*} [16], lipophilic
antioxidants that inhibit lipid peroxidation did not
prevent the oxidative inactivation of NADH and
succinate dehydrogenases. Similarly, the incubation
of rat brain mitaochondria with FeS0/ascorbate
mixtures (an OH® generating system) augmented
Iipid peroxidation levels and inhibit ETC funcuon.
However, the ipid peroxidation mhubitor, burylated
hydroxytoluene, did not avoid inhibition in ETC
function but did prevent the increase in lipid per-
oxides and the OH®-stimulated carbonylation of
proteins [17]). Therefore, these reports suggest that
lipid peroxidation-independent oxidative damage
might be of critical importance in the mechanism of
ETC inactivation.

Even when a more extensive characterization
about the effects of OH* and superoxide radicals
has been done, less attention has been put in the
effects of H;O; on ETC functionality. This aspect
could be potentially important since H,(» has been
considered the most important ROS at cellular level
[18], mitochondria are the principal source of H,(),
[18] and ETC components of mitochondoa are
enriched in c¢ytochromes and Fe-S centres, which
are important targets of oxidauve attack by this ROS
[19,20].

A large body of experimental evidence has demon-
strated a direct correlation between susceptibility to
peroxidation of membrane lipids and its degree of
unsaruration [21 24]. In fact, this correlation has

also been shown at mitochondrial level. In rat
mitochondria the three main membrane phospholi-
pids (cardiolipin, phosphatidvicholine, phosphatidy-
lethanolamine) are composed of the Thighly
unsaturated docosahexaenoic aoid (22:6) and arachi-
donic acid (20:4) and they are significantly more
sensitive o lipid peroxidation, whereas, in mem-
branes from pigeon mitochondria, which are more
resistant to lipid peroxidation than rat mitochondria,
these highly unsaturated fatty acids are substituted by
linoleic acid (18:2) [23,24].

Saccharonvees  ceverisice  mitochondria  present
some important differences in companson to rat
mitochondria, including {a) the lack of a rotenone-
sensible complex I [25,26] and (b) when grown using
lactate as a carbon source, the membrane fatry acid
compaosition of mitochondria consists mainly of
C16:1 and CI18:1 fawy acids [27]. The last feature
of yeast mitochondria probably results in higher
resistance to oxidative stress. Hence, the way in
which ROS inhibit veast ETC could be different
from their action on rat mitachondria, because yeast
mitochondria might be less sensitive to lipid perox-
idation due to their lipid composition. For the same
reason, yeast mitochondria may be a more suitable
system than hpophilic antioxidants to discriminate
the direct effects of ROS on components of ETC
from those attributable to lipid peroxidation.

The toxicity of H,O, on yeast mitochondria was
studied. It was found that yeast mitochondria are
highly resistant to ROS and, in addition, the mechan-
1sm of damage seems 10 be circumsenbed to thiol
groups of proteins since thiol reductanct f-mercap-
toethanol was able to revert the damaging effect of
H-0; on dehvdrogenase activities of ETC, phospho-
lipids in the membrane were not damaged, cvto-
chrome content was not altered and hydroxyl radical
scavenger mannitol or iron quelant EDTA were not
able to prevent the inhibitory effect exerted by H.O»
on ETC reactions. It was observed that the ), site in
complex-TIT was the most affected function on the
ETC.

Materials and methods
Materials

Zymolyase 20T was obtained from ICN Biomedicals,
Inc. (Aurora, OH}. H.O- (38% viv}, succinic acid,
f-mercaptoethanol, 2,6-dichlorophenclindophenol
(DCIP), potassium cyanide, tetramethyl-p-phenyle-
nediamine (TMPD), cytochrome ¢, flavone, antimy-
cin A and myxcthiazol were obtained from Sigma
Chemical. Co. (8t Louis, MO). Stigmatellin
was obtained from Fluka Chemie GmbH (Buchs,
Switzerland). All other reagents were of the highest
purity commercially available.
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Biologicals

An industrial wild type diploid strain of Saccharomyces
cerewvisiae, Yeast Foam was used (kind gift from
Professor Michel Rigoulet, IBGC, U. of Bordeaux-
2, France}. Three-month old, male Wistar rats from
our local colony were used for isolation of liver and
brain mitochondria.

Isolation of veast mitochondria

Cells of Yeast Foam were grown aerobically at 28°C
in a medium containing 0.12% (NH,),S0,, 0.1%
KH,P(),, 1% yeast extract, 2% D -lactate (pH 5.0
with NaOOH} and harvested in mid-exponential
phase  (ODs55, =35 .00
were lsolated from splieroplasts as described pre-
vioushy
mstead of cyvtohelicase,

gronvth Mitochondria

[28,20], excepr that zymoliase was used

Tsolation of rat brain mitochondria

Rat brain mitochondria were 1solated by differential
centrifugation in a Percoll gradient as desenbed
130,31], with some maodifications. Briefly, rats were
decapitated and the brain was extracted and placed in
cold medium containing 210 ms mannitol, 70 ma
sucrase, 1 ms BGTA, 0054 bovine serum albunun
and 10 my MOPS (pH 7.+ The brain was homo
gemzed manually in a glass homogenizer and cen-
trifuged at 400 g; the supernatant was centrifuged at
9 000 g. Centrifugations were carried out for 10 min
at 4°C. The pellet was resuspended in 15% Percoll
and placed in a discontinuous Percoll (23% and 40%)
gradient. The gradient was centrifuged at 30700 g,
during 6 min, band 3 was extracted, diluted 1:4,
centrifuged and washed at 16 700 g in the isolation
medium supplemented with 0.5% bovine serum
albumin for 10 min. The last centrifugation was
done at 6900 g for 10 min.

Isolarion of vat Hver wiitochondria

Rat liver mitochondria were prepared from the same
rats used for brain mitochondria isolation. Once the
liver was extracted, it was cut into small pieces and
homuogenized. The homogenate was subjected 1o
differeniial centritugation as descnibed  previoushy
[32]. In all cases, mitochondrial protein concenira-
naon was assaved by Biuret assay [33].

Treatmcns wrth HA00

Treatments were pertormed betore each assav at -1 C

and mitechondrial protein at a concentration  of

0.3 mgml. Mitochondna were suspended in 50 ms
KH>P(O, butter (pH 7.6 with Na(}H), except tor
OXVEEN COnsumption measurements, wherg mito-
chondnial protein (1.3 mg/ml) was sospended inoa
medium with 0.6 M sucrose, 2 mM BEGTA, fms

Electron transport cham of Saccharomycees cerevisiae 3

KH,PO,, 10 msm Tris-maleate, pH 6.8. This was
done because mcubation of mitochondria in sotonic
KH,PO, buffer inhibited oxygen consumption in
ntact mitochondra due to swelling, HO; was added
at the beginning of incubations at the concentrations
ndicated in the legend 1o each figure. For experni-
ments of protection with EDTA or mannitol, mito-
chondria were mcubated with 50 pm EDTA or
10 mM mannitol during 15 min previous to treatment
with HQ5. For expeniments to determinate reversion
of the Hy O, effects by f-mercaptoethanol, mitochon-
dria were incubated during 30 min with f§-mercap-
toethanol after treatments with H.Qa. T avoid
mterferences due to cvtochromes release i cvto-
chrome spectra experiments and unspecific reduction
of DCIP by fi-mercaptoethanol during measure-
ments of succinate-IDCIP oxidoreductase  activity,
H:0; was removed to carry out both determinations
at the end of the treatment by centrifugating mita-
chondrial selutionn at 87(K) g during 15 min and
mitochotdrial pellet were re-suspended in 50 maa
KH,P(, buftfer (pH 7.6 with NaOH} ar adequate
concentration and volume for cach determination.
Controls were treated in the same way except for

H-0), addition.

(Xevgen consiomprion

Tlie rate of cyanide-sensitive oxyZen Consumplon in
resting state (state 4), phosphorylating state (state 3)
and uncoupled state (state U was monitored at room
temperature using an YSI 5300 biological oxygen
monitor {Yellow Springs Instrument, Yellow Springs,
OH), equipped with a Clark-type clectrode. Pre-
treated mitochondria (0.3 mg/ml) were placed in a
glass chamber with constant stirring, containing
3.0ml of a medium with 0.6 M sucrose, 2mm
EGTA, 4 o KH,;PO,, 10 mM Tris-maleate, pH
6.8. Respiration in states 3 and U was initiated with
300 pm ADP and 2 um FCCP, respectively.

Succinate dehydrogenase activity

This enzymatic activity was measured at room
temperature in permeabilized mitochondria, follow-
ing the TTFA sensitive secondary reduction of DCIP
[34]. Mitochondria were permeabilized with Triton
XK-100 as reporied by Hallberg et al. [35] and reated
with H;O5 as indicated above, H;O5 was removed at
the end of the treatment 1o eliminate unspecific
reduction of DCIP by f-mercaptoethanol by centri-
fugating mitochondrial solution at 8700 ¢ during
15 min and mitochondnal pellet was re<uspended at
a concentration of 1.3 mg in a final 1 ml volume of
reaction mesture contained 990 mym KHLPO, phos-
phate bufter (pH 7.67, 10 mM sodinm succinate (pH
7.67, 30 pm flavone, 1 pg anumyein A and 1 mat
KON, After incubating tor 3 min with inhubitors, the
reaction was imtated with 80 st DCIT Reaction

CHRISTIAN CORTES ROJO

11QB-UMSNH

49



ELECTRONES AL DANO POR EL ESTRES OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae

INFLUENCIA DE LA PEROXIDACION LIPIDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE

4 C. Cortés—Rajo et al.

was stopped by the addition of 1 mm TTFA.
Absorbance changes were recorded m a SLM Aminco
DWW 2000 spectrophotometer, in the dual wavelength
mode at 600-590 nm. The activity was caiculated
from the slope of the absorbance plot using the molar
extinction coefficient of 21 mam ~! em ™! for DCIP.
The TTFA-sensitive activity was calculated by
subtracting the actvity in the presence of TTFA
plus succinate to the activiey stumulated only with
succinate.

Succinate cvtochvome ¢ oxidoveductase activigy

The antimycin A sensitive succinate-mediated reduc-
tion of cytochrome ¢ was followed by measuring the
reduction of cytochrome ¢ in permeabilized mito-
chondria by mild detergent treatment [33]. The
reaction mixture contained 50 mm KHSPO, (pH
7.6}, 1.5mg cytochrome ¢, 30 pam flavone and
1mm KCN in a final 1 ml volume. Pre-treated
mitochondrial protein (0.1 mg) was added and, after
3 min, the reaction was initiated by adding 10 mm
sodinm succinate (pH 7.6). The reaction was stopped
by the addition of 1 pg antimycin A. Absorbance
changes at 550-540 nm were recorded as described
above. The rate of cytochrome ¢ reduction was
calculated from the slopes of the absorbance plots
using a molar extinction coefficient of 19.1 mm !
cm ™! mm for cytochrome ¢. The antimycin-sensitive
reduction of cytochrome ¢ was calculated by sub-
tracting the activity in the presence of antimycin plus
succinate to the activity stimulated only with succi-
nate.

Cwtochrone oxidase activiry

This activity was evaluated by measuring the cvanide-
sensitive OXygen consumption at room temperature
using an YSI 5300 biological oxygen monitor,
equipped with a Clark-type electrode. The reaction
mixture contained 50 mam KH,PO, buffer (pH 7.6),
1 pg antimycin A, 50 pm TMPD and 0.9 mg deter-
gent-solubilized mitochondrial protein in a tinal
concentration of 0.3 mg'ml. The assay was started
by the addition of 5 mam sodam ascorbate or 0.6 mg
oxidized cytochrome ¢ {(pH 7.6) and stopped by the
addition of 100 pm KCN.

Cyrochrome spectra

Cytochrome spectra were obtained by measuring at
room temperature the reduced minus oxidized spec-
tra with a SI.M Aminco W 2000 spectrophotometer
fitted in the split mode. To eliminate the possibility of
cytochromes released by H,O» treatment interfering
with the results, pre-treated mitochondrial samples
(2 mg) were centrifuged at 8700 g during 15 min and
re-suspended in a medium with 0.6 M sucrose,
10 ma Tris maleate (pH 6.8), 4mm KH,POy,

2 mm EGTA and 1 mm KCN. be; complex inhibitors
were added 5 min before spectra recordmg. Refer-
ence and sample cuveites were treated i the same
way and the baseline was recorded. Then a small
amount of KFeCIN was added to the reference
cuvette while 190 ma succinate or, when indicated, a
small quantity of sodium dithionite, was added to the
sample cuvette. These cuvettes were used to record
the differential spectra. Spectra were scanned be-
tween 500-580 nm. Cytochrome contents were cal-
culated using the following wavelengths and molar
extinction coefficients: cvtochrome e¢4+c, AA=
552 nm minus 540 nm and £=19.1mm ' cm Y
cytochrome £, AA=562 minus 5375nm and £=
20mM " em T [11).

Lipid peroxidation measurements

The extent of lipid peroxidation was determined with
the thiobarbituric acid {TBA) assay [36]. Mitochon-
dria were treated with H;O; as indicated above and
later combined with 2 ml of an acid mixture contain-
ing 0.25 N HC], 15% w/v trichloroacetic acid and
0.375% wiv thiobarbituric acid. This combination
was heated for 15 min in a boiling water bath, cooled
on ice and centrifuged at 1 000 g for 5min. The
absarbance of the supernatant was measured at
535 nm against a blank containing all the reagents
minus mitochondrial protein. A Perkin Elmer
Lambda 18 UWV/ivis spectrometer was used. The
results were calculated using the molar extinction
coefficient for malondialdehyde and expressed in
terms of nanomoles of TBA reactants (TBARS) per
muilligram of protem.

Results

Isolated yeast mitochondria were incubated for 30
min in the presence of increasing concentrations of
H->0; and the effects on the rate of oxygen consump-
tion were tested. Measurements were conducted in
both the resting state (state 4} and the phosphorylat-
ing state (state 3). In state 4 (Figure 1A} the addition
of increasing concentrations of H,(, resulted in a
progressive inhibition of respiration, reaching a sig-
nificative decrease in 51% and 60%, with 0.5 mMm and
1.0 mM, respectively. A more pronounced effect was
mediated by H2O- 1n state 3 (Figure 1B), resulung in
a decrease in respiration from the lowest concentra-
tion tested (0.125 mMm). Wide wvariations in the
concentration of H, s (0.25 1.0 mm) exhibited a
stronger inhibitory effect (60 73%) (Figure 1B).
Addition of the protonophore FCCP to mitochon-
dria dissipated membrane potental; thus, respiratory
chain activity is stitnulated (state U respiration) to
compensate membrane potential dissipation. In this
way, it is possible to study the maximal activity of
respiratory chain. On this basis, respiration in the
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Figure 1. Etfect of Hx- on the rate of O uptake in state 4 (A),
state 3 ¢{B) or uncoupled state (C). Mitochondria were incubated
during 30 min ar 4°C in respirarion medium (0.6 M sucrose, 2 mm
EGTA, 4 mam KHaPO,;, 10mam Tris-maleare), with indicared
amounts of II0. Afier pre-incubation, oxygen uptake was
measured as described in Materials and methods, Data are
presented as mean +3E of >3 independent experiments. Signif-
intly different when compared o conrel (0 ms HaOs) (%p < 0.05,
*n 2 (0.01).

presence of FCCP was measured to discard that
impairment on ATP synthesis was responsible for the
inhibition observed in state 3 respiration. In Figure
1C 1t can be observed that 0.5 mam H.O- inhibited
respiration to a similar degree than observed in state 3
at the same concentration of H.O5 (65% and 69% in

Elecrron mransport chain of Saccharomyees cerevisiae 9

state 3 and state U, respectively). This result and the
partial inhibitory effect on respiration even to the
highest concentration of H,(, suggest that damage
was exerted at the level of at least one of the
respiratory complexes. As well, impairment in AT
synthesis probably is not participating in the observed
etfects.

Control experiments were carried out to eliminate
the possibility that oxygen produced by spontaneous
decomposition of HyO; may produce an artificial
mnhibition on respiranon. As Figure 2A shows, oxygen
consumption was not detected when this parameter
was evaluated in respiratory medium plus 1.0 ma
H.O, for 30 min at 4°C. Also, oxygen consumption
was not detected in mitochondria treated in the same
way and inhibited with 0.1 mm KCN (Figure 2B).
Together, these results validate the mhibition on
respiration induced by H,0..

Ewven at the highest concentrations (1.0 mm), HyO4
addition resulted in only a partial inhibition, suggest-
mng that electron flow through ETC was compro-
mised at some point. To locate the site of inhibition,
the acuvities of some partial reactions ococurring
during electron transport in ETC were measured.
Succinate-DCIP oxidoreductase activity (complex [T}
was diminished by 23% and 30% with low
(0.125 mM) and intermediate (0.250 mm) concentra-
tions of H,0, (Figure 3A), respectively. Higher
guantities of H.05 (0.5-1.0 ma) did not produce
an expected inhibitary effect, reaching just 40-45%.
A higher sensitivity to H;0, challenge was detected
in succinate-cvtochirome ¢ oxidoreductase activity

A MEDIUM + 1.0 Hz0 (30 min)
—
B MITOS + 1.0 mM H,05 (30 min)

SUCCINATE

—
1 min.

Figure 2. Influence of HxO; decompuosition on oxygen consump-
tion determinations. Respiration medium (A) or respiration med-
ium plus 0.9 mg mitechondria (B) were incubated during 30 min at
4°C with 1.0 ms 11,05, Then, oxygen production was evaluated
with & Clark-type oxygen electrode as described in Materials and
methods. (A). Experiment was repeated ar least three times. Data
are from a representative experiment.
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Effcct of HaOy on parhial reactions of ETC. Triton-solubilized mirochondna were incubaled dudng 30 min at 4°C in 90 mM

KH.PO, buffer with indicated concentrations of H.O. under conditions described in Materials and methods. Succinate-DCIP
oxidoreductase (A), succinate-cytochrome ¢ oxidoreducrase (B), cytochrome oxidase (C) or cytochrome ¢ oxidase (D) acrivities were
measured as deseribed in Materials and methods. Results are expressed as the mean £ 8E of =3 independent expenoments. Significantly
different when vompared 1w control (0 ma ILOS) (*p < 0.05, **p < 0.01).

(complex I[-I1I segment). In this case, a more clear
correlation bewween concentration of H.O; and
acnvity was found; half of the activity was lost when
mitochondria was incubated with 0.5 ma, while
1.0 mm H; O, fully inhibited this activity (Figure 3B).

In contrast, cytochrome oxidase activity {(complex
IV} was completely insensitive to all concentrations of
H,0, tested (0.123 1.0 mas), whatever TMPD
(Figure 3C) or cytochrome ¢ (Figure 300 were
used as electron donor. [t must be pointed out that
both TMPD and cvtochrome ¢ bind to cvtochrome ¢
oxidase in distinct sites [37]. Taken together, these
results indicate that inhibition of the ETC occurs
mainly at the level of the succinate-cvtochrome ¢
oxidase segment of ETC (i.e. bc, complex).

The role of suiphydryl oxidation in the deleterious
effects exerted by H.Os on ETC was investigated.
After incubation with H,0,, mitochondria were
treated for 30 min with increasing concentrations of
fi-mercaptoethanol. Afterwards, remnant of f-mer-
captoethanol and H,(), were washed twice with fresh

medium o avoid the reduction of electron acceptors
by f-mercaptoethanol. Also, this ensures that the
effect exerted by ff-mercaptoethanol can be attribu-
ted to thiol reduction and not o the HoO» remowval
from the medium. Both succmmate-DCIP oxidoreduc-
tase activity (Figure 4A) and succinate-cytochrome ¢
oxidoreductase (Figure 4B} were nearly restored
(89% and 95%, respectively) when concentration of
fi-mercaptoethanol was twice the concentration of
H,05 used (1.0 mM for succinate-DCIP oxidoreduc-
tase and 0.5 mm for succinate-cytochrome ¢ oxidor-
eductase). It must be pointed out that treatment of
control samples with maximal concentrations used of
f-mercaptoethanol (2.0 mm  for succinate-DCIP
oxidoreductase activity and 1.0 mm for succinate-
cytochrome ¢ oxidoreductase) did not have an
appreciable effect on control values of enzymatic
activities (inset, Figure 1A and B). These results
suggest that oxwdation of thiol groups on protems
from respiratory complexes could be involved in the
mhibitory eftect of H,O5.
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Figure 4. Effect of ff-mercaptoethanol on the impairment in-

duced by H;O, on partial reactions of ETC. Mitochondria were
incubated after HoO» treatment with indicated concentrations of
fi-mercaptoethanol during 30 min at 4°C on 50 mm KH,PO,
buffer. Later, H;O; and f/ -mercaptoethanol were removed twice by
centrifugation and mitochondrial pellet re-suspended on fresh
50 mm KH;PO, buffer. Concentrations of HyO, used were:
1.0 mam H,0, for succinate-DCIP oxidoreductase activity (A)
and 0.5 mm H;0, for succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase
activity (B). Activities were measured as described in Materials and
methods. Values from mitochondria incubated with 2.0 mm fi-
mercaptoethanol (inset, panel A) or 1.0 mMm ff -mercaptoethanol
(inset, panel B) withoutr H;0, addition were taken as 100%.
Results are expressed as the mean+SE of =3 independent
experiments. Significantly different when compared to control
(0 mm Hz05) (*p < 0.05, **p < 0.01).

H>0, can also mediate oxidative damage through
iron release by degrading haem proteins and iron-
sulphur clusters. Released iron reacts with H,O, to
produce the highly reactive hydroxyl radical (OH"),
which in turn oxidizes lipids and proteins [19,38,39].
To further investigate about the nature of the damage
induced by H-0» on ETC, the protective effect of the
iron quelator EDTA and the OH® scavenger manni-
tol was tested. The pre-incubation during 15 min
with either 10 ma mannitol or 50 um EDTA previous
to treatment with H,O, did not protect both succi-
nate-DCIP oxidoreductase activity (Figure 5A) and
succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase (Figure 5B)
from the inhibitory effect of H,0,. Even an augment
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Figure 5. Effect of mannitol and EDTA on the impairment

induced by H,O, on partial reactions of ETC. Triton-solubilized
mitochondria were incubated during 15 min on 50 my KH.PO,
buffer at 4'C with 10 mm mannitol or 50 pyv EDTA previous to
treatment during 30 min with 1.0 mam H,0; for succinate-DCIP
oxidoreductase activity (A) and 0.5 mm H;0; for succinate-
cytochrome ¢ oxidoreductase activity (B). Activities were measured
as described in Materials and methods. Values from incubated
controls (mitochondria incubated during 45 min without EDTA,
mannitol or H,O, addition, data not shown) were taken as 100%
(dotted line). Results are expressed as the mean4SE of =3
independent experiments. Significantly different when compared
to 10 mym mannitol (%< 0.05, **p<0.01) and 50 pm EDTA
(" p=0.05).

of 10-fold in the concentration of mannitol (100 ma)
did not exert protective effects (data not shown),
while an augment of 2-fold (100 pm) in EDTA
concentration inhibit per se control activities (data
not shown). Thus, this result supports the suggestion
that thiol oxidation is the main factor responsible for
ETC inhibition and discards the participation of
OH"* radical in the effects observed.

Next, to locate a putative site in the be; complex
where H,O, exerted its effects, difference absorption
spectra of cytochromes were recorded. Experiments
were conducted in the presence of different quinone
redox sites inhibitors of be; complex. The amount of
reducible cytochromes ¢ (550 nm peak) using dithio-
nite was similar in controls (6.8 x 10 * mm) (Figure
6, solid line) and in mitochondria subjected to
oxidative stress (7.0 x 10 *mm) (Figure 6, dotted
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line). In addition, the content of cytochrome & (362
nm peak) was 3.1 x% 10""mM in the control
and 3.4 x 10"  mm in treated mitochondria. These
results suggest that the oxidative stress induced by
H,0, exposure did not cause the release of cyto-
chromes from the bc, complex.

Antimycin A is a be; complex inhibitor that
prevents re-oxidanon of cytochromes & at (; sire,
which 1 reflected as a decrease from 2:1 (Figure 74,
continuous lines) to ~ 1.5:1 (Figure 7A, dotted lines)
in the absorbance ratio of the reduced cytochromes ¢
vs b. This was observed both in control mitochondria
and in H;O,-treated mitochondria in the presence of
succinate as electron donor. Thus, H;O» did not
change the effect of antimycin A on hc, complex.

Mpyxothiazol 18 a bg; complex inhibitor that pre-
vents ubiquinol oxidation at the proximal position of
Qg site. The effect of mvxothiazol is reflected as a
decrease from 2:1 to ~ 0.8:1 in the absorbance ratio
of reduced cytochromes ¢ vs & (Figure 7B, contin-
uous line). In contrast to antimycin A, H-0O, mod-
ified the effects of mwxothiazol, inducing a full
resistance to inhibinoen and allowing observing a ratio
of 2:1 of reduced cytochromes ¢ to reduced cyto-
chromes & (Figure 7B, dotted line).

In order to further explore the effect of H;O5 on
the Qg site of cytochrome bc;, another Qg site
inhibitor was tested. Stigmatellin is an inhibitor that
completely abolishes electron transfer at the distal
niche of Qg site. This effect can be observed m
difference absorption spectra as the disappearance of
the absorption peak of cvtochromes ¢ at 530 nm

T T

500 510 520 530 540 S50 560 570
Wavelength (nm)

Figure 6. Effect of I;O» on cytochromes levels of yeast mito-
chondria using dithienite as electron donor. Mitechondda were
pre-incubated duning 30 min on 50 mam KILPO, buffer at 4°C in
the ahsence (salid line) or the prescnce of 0.5 my Ha0 (dotted
line) Tarer, Ha{d: was removed twice by centrifugation and
mitochondrial pellet re-suspended on fresh 50 ma KH:PO, buffer.
A small amourt of dithionite was used as electron denor. Specira
recording was performed as described in Marerials and methods.
Experiments were repeated at least throe 1imes, Trata are from a
represenlalive experiment.

{(Figure 7C, continuous line). In contrast to myx-
othiazol, H;0); did not modify the effect of stigma-
tellin (Figure 7C, dotted line). Taken together, these
results suggest that oxidative stress induced by H,O5
exposure alters selectively the proximal niche of Qg
site at complex be,. The effect on the Qg site pro
bably 15 the mechanism underlying the observed
decrease in the tate of electron transfer at the level
of the succinate cytochrome ¢ oxidoreductase region
of ETC.

In mammalian mitochondria subjected to oxida-
tive stress, lipid peroxidation has been reported as the
main factor affecting ETC function [11-14]. We
evaluated lipid peroxidation to explore whether it
could be involved in the harmful effects of H.O> on
veast ETC. Lipid peroxidation in yeast mitochondria
did not rise by treatment with H,Q, (Figure 8) but,
instead, diminished TBARS formation m 0.27
nmoles (0.74 vs 0.47 nmoles TBARS/mg of protein
in control vs treated mitochondria, respectively). To
verify whether H,0, was an appropriate inducer of
mitochondrial lipid peroxidation, mitachondria from
rat liver and bramn were challenged with H-O- 1n the
same manner as yveast mitochondria. First, it was
observed that basal levels of lipid peroxidation were
higher in rat mitochondria than yeast mitochondria.
Second, H,O, stimulated TBARS level increased
~72% 1n liver mitochondria (1.26 vs 2.17 nmoles
TBARS/mg of protein in control vs treated mito-
chondria, respectiveiy) and 61% in brain mitochon-
dria (2.26 vs 3.64 nmoles TBARS/mg ot protein in
control vs treated mitochondria, respectively). These
results suggest that H,0, is able to induce lpid
peroxidation in isolated mitochondria and that such a
process may not be involved in the deleterious effects
of H;O; on veast mitochondrial ETC.

Discussion

The results obtained in this study describe the effects
of oxidative stress generated by H,O. on veast
ETC functionality. H.(, has been considered the
most important ROS at cellular level [18], whereas
mitochondria are the major site of HyO; genera-
tion due to the presence of Mn and CuZn-SOD
isoforms [18], which convert superoxide to H,QO»
bypraoduct of respiration. In addition, activation of
NADPH oxidases on immune cells (e.g. macro-
phages) increase cellular levels of HyO, [40], sup-
porting the rationale of using this oxidant as an
oxidative stress inducer.

H,0), decreases oxygen consumption rate in all the
respiratory states (Figure 1), even in the lowest
concentration used (0.125 um). This result can be
interpreted as a consequence of selective damage on
some segment of ETC, as was evidenced by the full
lost in activity of succinate cytochrome ¢ reductase
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Figure 8. Effect of HzO; on lipid peroxidation levels in yeast and
rat mitechondria. Mitochondria were pre-incubated during 20 min
on 50 mv EH,PO, butfer ar 47 C in the absence (black bars) or the
presence (grey bars) of 0.5 mnt IT; 0. Measuremerus were made as
deseribed in Materials and methads. Dara arc prescnted as mean b
SE of three independent experiments. Significantly different when
compared W yeast mitochondria teated with HL0; (*p < 0.05,
< 0.01).

(Figure 2B). In agreement with this idea, it has been
demonstrated that, due to their susceptibility of
certain proteins of veast, mitochondria undergo
oxidative modifications by Hy0. exposure [41].
These modifications include methionine residues
oxidation, irreversible -SH groups oxidation, carbo-
nylation, protein cross-linking, etc. [42]. The inhibi-
tion observed in complex Il-complex III segment
could be due to one of those modifications: the
recovery of the activity obtained with f-mercap-
toethanol (Figure 4) and the null protective effect of
mannito] and EDTA on enzymatic activities suggests
that oxidation of —SH groups are the main event
responsible for the inhibition. In addition, given the
hydrophilic nature of f-mercaptoethanol, it is likely
that the damage to succinate cytochrome ¢ reductase
was exerted in a hydrophilic region.

The resistance towards quinone redox sites inhibi-
tors of becy, complex in native [43] and mutant
organisms [44.45] has been used to identify these

Figure 7. Effect of IL0; on differcnce absompion specira of
cytochromes from ycast mirachondria in the presence of bhe;
camplex inhibirars. Mirochondria were pre-incubared during
30 min on 50 mM KH,POy buffer st 4°C in the absence or the
presence of 0.5 mm Hp(d;. Tarer, Hy(); was remaoved rwice by
centrifugation and miwchondrial peller re-suspended on fresh
50 mm KH-PO, bufter. Inhibitars were added 5 min betare spectra
recording and 10 mMm succinate was used as clecron doner.
Specwa were performed as described in Marerials and methods.
(A) Specura in absence (solid line) or the presence (dowed lines) of
antmycin A, (B) spectra in the presence of myxothiazel in control
(solid line) and wreared (doned line) miochondoy, (C) spectra in
the presence of stigmatellin in control (sclid hne) and weated
{dered Jine) mirachondria. Experiments were repeated ar least
three times. Trata are from a represenrarive expariment.

CHRISTIAN CORTES ROJO

11QB-UMSNH

55



ELECTRONES AL DANO POR EL ESTRES OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae

INFLUENCIA DE LA PEROXIDACION LIPIDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE

10 C. Cortés-Rojo et al.

sites, as well as to establish structure activity rela-
tionships. A similar approach was used to identify
which redox site in bc, complex underwent altera-
tions during oxidative stress. Stigmatellin is a Qg site
competitive inhibitor that fully avoids ubiquinol
oxidation at the distal posinon [46]. H-O, did not
modify the effects of this inhibitor (Figure 7C),
suggestung that stigmatellin binding occurred. How-
ever, the myxothiazol-resistant cytochrome ¢ reduc-
tion, observed in the difference spectra (Figure 7B),
reflected some kind of alteration caused by H.0O, on
the proximal niche of Qg site. The resistance towards
myxothiazol could be explained by either (a) the
myxothiazol binding site was modified and thus,
inhibitor binding was not possible or (b) an increase
in superoxide formation was promoted, leading to the
non-catalytic reduction of cytochrome ¢. Muller et al.
[46] demonstrated that interaction of myxothiazol
with the proximal niche of Qg site allows for partial
ubiquinol oxidation, but prevents the transfer of a
second electron from ubisemiquinone, allowing for its
accumulation and the reduction of cytochrome ¢
through superoxide formation. Likewise, it is possible
that H-(}, modified the environment in the proximal
niche, allowing ubisemiquinone escape and non-
catalytic cytochrome ¢ reduction. Therefore, G-cycle
would suffer a diminution in its efficiency, limiting
partially electron flow towards cytochrome ¢ oxidase
in the succinate cytochrome ¢ oxidoreductase seg-
ment of the respiratorv chain, as reflected by the
partial decline observed in respiratory rate even at the
highest concentration of H.O- used.

The idea of a direct interaction between H;O, and
proteins of the b, complex is supported by the null
effects obtained with H,O; on yeast mitochondria
lipid peroxidation (Figure 8). In bovine heart sub-
mitochondrial particles [11], rat synaptosomes [12]
and rat heart mitochondria [13,14], mitochondrial
lipid peroxidation has been identified as a key factor
in ETC inhibition. In our hands, mitochondrial yeast
lipid peroxidation did not increase due to oxidative
stress while the same treatment promoted lipid
peroxidation in rat liver and brain mitochondria. Tt
is important to emphasize that conditions used in this
work to induce oxidative stress were different from
those used in the above reports. Even though H,0,
does not induce lipid peroxidauon by itself, peroxides
can induce this process through iron release hy
degrading hem proteins {(¢.g. cytochromes ¢ and b)
[19]. Iron reacts with H, O, through Fenton’s chem-
istry to produce the highly reactive hydroxyl radical
(OH*") [38]. The latter can initiate lipid peroxidation
readily through hydrogen abstraction from double
bonds of phospholipids unsaturated hydrophobic
chains [39]. Consequently, it is possible that H; O
could have promoted lipid peroxidation by this
mechanism in rat mitochondria but not in yeast
mitochondria.

In agreement with this argument, different absorp-
tion spectra revealed that treatment with H,O, did
not diminish the content of either cytochromes ¢ or &,
since its reduction in the presence of dithionite was
similar to control experiment results (Figure 6},
which means that iron was not released, at least
from proteins containing this sort of cytochromes
(e.g. bey complex). Otherwise, cytochrome reduction
would not have been possible.

The unsaturation degree of fatty acids from mito-
chondrial membranes has been positively corre-
lated with their vulnerability to peroxidation [24].
Fatty acid content from membranes of yeast mito-
chondria grown on lactate consists mainly of the
monounsaturated farty acids, palmitoleic (Cl16:1)
and oleic (C18:1) acids [27], whereas rat mitochon-
dria membranes contain the highly unsaturated fatty
acids, docosahexaencic acid (22:6) and arachidonic
acid (20:4) [23,24]. Thus, the lower double bond
content in lipids from yeast mitochondria could
increase their resistance against lipid peroxidation,
which would explain, in part, the differences ob-
served in this parameter between yeast and rat
mitochondria.

A contributor to the resistance of yeast mitochon-
dria against oxidative stress could be the Hsp60
molecular chaperone. Cabiscol et al. [20] demon-
strated that Hsp6{) protects proteins containing Fe/S
clusters from damage by H;O,, avoiding in this
manner the release of iron from these proteins and
allowing greater cell viability than that observed in
cells with low Hsp6d) levels.

In summary, the results show a high resistance of
veast mitochondria against oxidative stress, as was
suggested first by Machida et al. [17]. The study of
complex bc, inhibition by oxidarive stress in terms of
the Q cyele dysfunction must also be considered and
not only in function of bpid peroxidation and
ubiquinone and cardiolipin loss as discussed above,
the first could lead to a greater production of ROS.
On the other hand, 1t would be mnteresting to evaluate
whether the differences observed in lipid peroxidation
propensity between mammalian and yeast mitochon-
dria are involved in the dissimilarities observed in
some mportant physiological processes where lipid
peroxidation has been implicated (e.g. programmed
cell death).
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INFLUENCIA DE LA PEROXIDACI_()N LIPIDICA SOBRE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LA CADENA DE TRANSPORTE DE
ELECTRONES AL DANO POR EL ESTRES OXIDATIVO: ESTUDIOS EN Saccharomyces cerevisiae

4.1 RESULTADOS ADICIONALES

4.1.1. Efecto del HO; en los niveles de lipoperoxidacion en mitocondrias con C18:3. Se
midieron los niveles de lipoperoxidaciéon en mitocondrias con dcido linolénico (+C18:3)
tratadas con H,O, con el objetivo de conocer si la insensibilidad a la lipoperoxidacién con este
oxidante observada anteriormente (Fig. 8, Capitulo 3), es debida al tipo de acidos grasos que
componen las membranas mitocondriales (Fig. 1, Capitulo 2). En la figura 1A se observaron
aumentos significativos en los niveles de lipoperoxidacién a 0.5 y 1 mM de H,0O,, aunque este
efecto fue de menor magnitud respecto a lo observado con Fe** (Fig. 1, Capitulo 2). Para
descartar que el aumento observado en los niveles de lipoperoxidacion fuera debido a una
reaccion inespecifica del TBA, las mitocondrias se incubaron durante 15 min. con SuM del
agente antioxidante hidroxi-tolueno butilado (BHT) previo a la incubacién con 1.0 mM de
H,0,. En la figura 1B se aprecia que el BHT protegié de los efectos del HO;, y no alterd
significativamente los niveles basales de este pardmetro. Estos resultados indican que la
insensibilidad a la lipoperoxidacién observada en mitocondrias sin C18:3 (-C18:3) es debida a
la composicién nativa de dcidos grasos de la levadura y que el H,O, puede estimular de
manera moderada dicho proceso posiblemente mediante su interaccién con un metal de

transicion para formar un oxidante mas fuerte.

A

ok Hk

g
L

w

[
L

{nanomolesimg proteina)

-
—

0 0.125 0.25 0.5 1.0 CONTROL Ha02 1.0 mM HoOz 1.0 mM
H,0, [mM] BHT + BHT

Figura 1. Efecto del H,O, sobre los niveles de lipoperoxidacion en mitocondrias +C18:3.
Panel A: las mitocondrias fueron incubadas durante 30 min. a 4°C con concentraciones
crecientes de H,O, previo a las determinaciones de lipoperoxidacion. Panel B: Las mitocondrias
fueron incubadas durante 15 min. con 5 uM de BHT previo a la incubacién con H,O,. Los
resultados fueron expresados como el promedio * el error de estindar de n = 4-5. Panel A:
*P<0.05 y **P<0.01 con respecto a 0 uM de H,0,. Panel B: **P<0.01 con respecto a control
BHT y *P<0.01 con respecto a H,0, 1.0 mM+BHT.
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4.1.2. Influencia de la incorporacion del C18:3 sobre el efecto del H,O; en la actividad de
los complejos de la CTE.

Se evalud el efecto del H,O, sobre algunas reacciones parciales de la CTE de
mitocondrias con +C18:3 y se compararon estos resultados con los obtenidos en mitocondrias
—C18:3 (Fig. 3, Capitulo 3) para comprobar si la incorporacién de +C18:3 a las membranas
mitocondriales puede alterar la sensibilidad de los complejos de la CTE a los efectos del estrés
oxidativo inducido por H,0,. En primer término, se evalu6 en mitocondrias +C18:3 la
actividad del complejo II medida como la actividad de la succinato:2,6-dicloro-fenil-indofenol
oxidorreductasa (Materiales y métodos, Capitulo 3). En la figura 2A se observa una inhibicion
gradual en esta actividad dependiente de la concentracién del oxidante, la cual fue
independiente de la composicion membranal de &4cidos grasos, lo que sugiere que la
lipoperoxidacién no estd involucrada en el mecanismo de inactivacién de este complejo.

En contraste, en la figura 2B se muestra que la sensibilidad del complejo III, medida
como la actividad succinato-citocromo ¢ oxidorreductasa sensible a antimicina A (Materiales
y métodos, Capitulo 3), es mayor en mitocondrias con C18:3 a concentraciones de 0.125 mM
y 0.25 mM de H;0,, en tanto que a partir de 0.5 mM, la sensibilidad es la misma en ambos
tipos de mitocondrias. Estos resultados sugieren que a las concentraciones més bajas de H,O,
utilizadas, la lipoperoxidacién u otro factor asociado a este proceso (p. €j. el dafio en los
grupos prostéticos del complejo III), aumenta la sensibilidad de este complejo y que a
concentraciones mayores, el factor determinante en la inhibicion de esta actividad es la
oxidacion reversible de grupos —SH (Fig. 4B, Capitulo 3). En la figura 2C se observa que la
actividad del complejo IV, medida como la actividad citocromo ¢ oxidasa sensible a cianuro
(Materiales y métodos, Capitulo 3), fue completamente resistente a la inhibicién por H,O,
independientemente de la composicion de dcidos grasos de la mitocondria.

En conjunto, los resultados anteriores sugieren que la incorporaciéon de C18:3 a las
membranas mitocondriales aumenta la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo por H,O, a
nivel del complejo 11, lo cual podria estar asociado a un aumento moderado en los niveles de

lipoperoxidacién.
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Figura 2. Influencia de la incorporacion
del C18:3 sobre la sensibilidad de los
complejos de la CTE al estrés oxidativo
por H;0,. Las mitocondrias fueron
incubadas durante 30 min. a 4°C con las
concentraciones indicadas de H,O, previo a
cada determinaciéon. Panel A: Actividad
succinato:DCIP oxidorreductasa (complejo
II). Panel B: actividad succinato:citocromo ¢
oxidorreductasa sensible a antimicina A
(complejo III). Panel C: actividad citocromo
¢ oxidasa sensible a cianuro (complejo IV).
Los porcentajes de actividad residual fueron
calculados en base a la actividad de los
controles (OuM H,0,) los cuales estdn
reportados en el pie de la Fig. 4 del Capitulo
2. Los resultados fueron expresados como el
promedio * el error de estandar de n > 4.

4.1.3. Efecto protector de agentes antioxidantes sobre la inhibicion de la CTE por H,0,y

Fe?*.

Con el objetivo de dilucidar el papel de la lipoperoxidacion y la oxidacién de grupos —

SH en la inhibicién de los complejos de la CTE y ampliar la informacién obtenida en los

capitulos 2 y 3, se evalu6 el efecto protector del agente antilipoperoxidante BHT y del

reductor de grupos —SH B-mercaptoetanol (BME) de la inhibicién ejercida por el Fe* y el

H,0; en la actividad de los complejos II y IIT de la CTE. En adicién, para tener un indicio

acerca del efecto del estrés oxidativo sobre las proteinas de la CTE, se probd el efecto

protector del manitol debido a su capacidad de proteger proteinas del dafio oxidativo ejercido

por radicales libres (Shen et al. 2007).
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En la figura 3A se muestra el efecto protector de los antioxidantes sobre la inhibicién
de la actividad del complejo II por 1.0 mM de H,O, en mitocondrias +C18:3, observandose
que bajo esta condicién, solamente el BME (2.0 mM) tuvo un efecto protector de hasta un
84%, lo que sugiere que la oxidacion de grupos —SH es el principal factor que inhibe la
actividad de este complejo y que la lipoperoxidacion no participa en dicho efecto. Respecto a
la inhibicién ejercida por 50 uM de Fe**, en la figura 3B se observa que solo el manitol (1.0
mM) protegié de manera parcial la actividad del complejo en mitocondrias —C18:3, mientras
que ni el BHT (5 uM) (ver también la Fig. SA del Capitulo 2) ni el BME ejercen un efecto
protector, lo que corrobora la nula participacion de la lipoperoxidacion en la inhibicion de este
complejo y sugiere que el Fe podria dafiar otro tipo de residuos de aminoacidos diferentes a la
cisteina tales como el triptéfano, la histidina o la tirosina, los cuales son los residuos de
aminodcidos mas sensibles al ataque por OH". Asimismo, estos resultados concuerdan con la
observacion de que la lipoperoxidacion no aumenta la sensibilidad de este complejo al estrés
oxidativo (Fig. 4A, Capitulo 2 y Fig. 2A de este capitulo).

En la figura 4A se muestra el efecto de los antioxidantes en la inhibicién ejercida por
0.5 mM de H;0, en la actividad del complejo III. En este caso, se observé que tinicamente el
tratamiento con 1.0 mM de BME revirti6 de manera muy discreta la inhibicién de este
complejo. Este resultado contrasta con la reversion de hasta un 90% obtenida en mitocondrias
—C18:3 tratadas bajo las mismas condiciones (Fig. 4B, Capitulo 3), lo que sugiere que en
mitocondrias +C18:3, el H,O, inhibe la actividad de este complejo mediante un mecanismo
adicional a la oxidacién reversible de los grupos —SH. En el caso de la inhibicién del complejo
I1I por 50 uM de Fe**, la actividad fue protegida en més de un 80% por el pretratamiento con
manitol en mitocondrias —C18:3 (Fig. 4B), mientras que en mitocondrias +C18:3, inicamente
el BHT mostré un efecto protector (Fig. 5B, Capitulo 2). Estos resultados sugieren que,
cuando los lipidos no son peroxidados, el dafio a los componentes proteicos del complejo por
las ERO producidas por el Fe** es el principal factor que inhibe su actividad, mientras que en
mitocondrias +C18:3, la lipoperoxidacion es el principal factor que afecta dicha actividad. En
adicion, este ultimo resultado concuerda con la idea de que la lipoperoxidacién aumenta la
sensibilidad del complejo IIT al estrés oxidativo (Fig. 4B, Capitulo 2 y Fig. 2B de este

capitulo).
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Figura 3. Efecto protector de algunos antioxidantes en la inhibicién del complejo II. Las
mitocondrias fueron preincubadas durante 15 min. a 4°C con los antioxidantes durante 15 min.
previo al tratamiento durante 30 min. con 1.0 mM de H,0, (panel A) o 50 uM de Fe’* (panel B),
excepto por el BME el cual fue agregado después de los oxidantes durante 15 min. para observar
el efecto en la oxidacién reversible de los grupos —SH. Los resultados fueron expresados como
el promedio * el error de estandar de n > 4. Panel A: *P<0.05 con respecto a 1.0 mM de H,O,.
Panel B: *P<0.05 con respecto a 50 uM de Fe™.
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Figura 4. Efecto protector de algunos antioxidantes en la inhibicion del complejo III. Las
mitocondrias fueron preincubadas durante 15 min. a 4°C con los antioxidantes durante 15 min.
previo al tratamiento durante 30 min con 0.5 mM de H,O, (panel A) o 50 uM de Fe** (panel B),
excepto por el BME el cual fue agregado después de los oxidantes durante 15 min. para observar
el efecto en la oxidacion reversible de los grupos —SH. Los resultados fueron expresados como
el promedio * el error de estdndar de n > 4. Panel A: *P<0.05 con respecto a 0.5 mM de H,O,.
Panel B: #*P<0.01 con respecto a 50 uM de Fe**.
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4.1.4. Influencia de la incorporacion de C18:3 sobre la produccién de O," bajo
condiciones de estrés oxidativo por H;O,.

Se determiné el efecto de la superdéxido dismutasa de manganeso (MnSOD) sobre la
reduccién de citocromo c¢ estimulada por succinato y sensible a estigmatelina como una
manera de evaluar la formacién de O," por el complejo III (Materiales y Métodos, Capitulo
2), debido a que el radical O, reduce al citocromo ¢ oxidado y esta reaccién puede ser
inhibida por SOD (Boveris y Cadenas, 1975, Muller et al. 2002). En la figura 5 se muestra que
100 U/ml de MnSOD no afectaron la velocidad de reduccién de citocromo ¢ de mitocondrias —
C18:3 tratadas con una concentracién 1.0 mM de H,0O,, mientras que en mitocondrias +C18:3,
la MnSOD inhibi6 este pardmetro en un 81%. Estos datos indican que el dafio oxidativo en el
complejo III de mitocondrias +C18:3 induce un aumento en la formacién de O, el cual
podria estar relacionado con el aumento en los niveles de lipoperoxidaciéon observado en la

Fig. 1 de este capitulo.
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Figura 5. Efecto de la MnSOD sobre la velocidad de reduccion de citocromo ¢ estimulada
por succinato en mitocondrias expuestas al H,0,. Las mitocondrias fueron preincubadas
durante 30 min. a 4°C con 1.0 mM de H,0,. Posteriormente, las mitocondrias fueron incubadas
durante 5 min. con 100 U/ml de MnSOD vy la velocidad de reduccién de citocromo c¢ se
determiné bajo las mismas condiciones utilizadas para la medicion de la actividad
succinato:citocromo ¢ oxidorreductasa descritas en la seccion de “Materiales y Métodos” del
Capitulo 2. Los resultados fueron expresados como el promedio * el error de estindar de n > 3.
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4.1.5. Efecto del H,O; y la lipoperoxidacion sobre la disponibilidad mitocondrial de Fe en
estado libre.

Se estimo la disponibilidad de Fe en estado libre de la mitocondria con el propésito de
determinar si la lipoperoxidacién observada en mitocondrias +C18:3 en presencia de 1.0 mM
de H,O, puede favorecer la liberacion del Fe de las pozas mitocondriales mediada por dicho
oxidante, La estimacion del Fe libre mitocondrial se realiz6 mediante la prueba fluorescente
aceto-metil-éster de calceina (calceina-AM), la cual puede permear las membranas
mitocondriales y una vez dentro de la mitocondria, es hidrolizada a calceina libre. La calceina
libre se une a los iones Fe** y Fe’* con constantes de estabilidad de 10" y 10** M™,
respectivamente, resultando en el apagamiento de su fluorescencia (Breuer et al. 1995). El Fe
unido a calceina puede ser detectado mediante la recuperacién de su fluorescencia por el
tratamiento con un quelante de Fe que provoque la disociacion del complejo Fe-calceina.

En la figura 6 se muestran ejemplos representativos de los trazos de fluorescencia en
mitocondrias —C18:3 (Panel A) y mitocondrias +C18:3 (Panel B) tratadas con H,O, a razén de
1.0 mM H,0O, por cada 0.1 mg. proteina y cargadas previamente con 2 uM de calceina-AM.
En mitocondrias —C18:3 se puede apreciar que la adicion de 1 mM de EDTA indujo un
aumento discreto en la fluorescencia basal (mitos) y que la adicioén posterior de otra cantidad
similar del quelante no causé ningtn efecto. En contraste, en mitocondrias +C18:3 se observa
que la adicién de EDTA produjo un aumento importante en la fluorescencia y la pendiente del
trazo y una adicién posterior causo solo un aumento moderado en la pendiente del trazo. Los
efectos observados en el panel B pueden interpretarse como un comportamiento bifasico en la
disociacion del complejo Fe-calceina, donde el aumento instantdneo en la fluorescencia puede
atribuirse a una fase rdpida de disociaciéon del complejo y el cambio posterior de pendiente
como una fase lenta de dicha disociacion.

En la figura 7 se muestra el promedio de los efectos producidos por el EDTA en la
fluorescencia de la calceina bajo todas las condiciones experimentales utilizadas. En el panel
A se puede observar que en mitocondrias —C18:3 ninguno de los tratamientos utilizados alterd
en forma significativa los niveles de la fluorescencia basal, mientras que en mitocondrias
+C18:3 tratadas con H,O; la fluorescencia incrementé de manera importante; este efecto fue

inhibido por el tratamiento con catalasa y BHT previo a la incubacién con H,O,. En conjunto,
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Figura 6. Efecto del EDTA en la fluorescencia de la calceina en mitocondrias tratadas con
H,0,. Las mitocondrias fueron incubadas durante 30 min. a 4°C con 1.0 mM H,0,/0.1 mg.
proteina. Posteriormente, las mitocondrias fueron cargadas con 2 uM de calceina-AM. Previo al
cargado con la prueba fluorescente, las mitocondrias fueron tratadas con 100 U/ml de catalasa
para remover el H,O, remanente en el medio y evitar la oxidacion de la calceina. Los cambios
en la fluorescencia fueron registrados en un espectrofluorémetro Shimadzu RF 5000U utilizando
A de excitaciéon y de emision de 494 nm y 517 nm, respectivamente. Panel A: mitocondrias
—C18:3. Panel B: mitocondrias +C18:3. Los trazos son representativos de n=3.
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estos datos sugieren que el estrés oxidativo inducido por el H,O; produjo un aumento en los

niveles de Fe libre mediante un proceso que es dependiente de la lipoperoxidacion.
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5.- DISCUSION

El estudio del impacto de la lipoperoxidacion en los sistemas biolégicos ha adquirido
una alta relevancia ya que este proceso puede jugar un papel crucial iniciando y/o mediando
algunos aspectos del proceso de envejecimiento y del desarrollo de una variedad de estados
patologicos (Pratico 2002, Marnett 1999, Romero et al. 1998). Esto es debido a que los
lipidos son uno de los principales componentes de los organismos vivientes y probablemente
el principal blanco del ataque por radicales libres.

La mitocondria es una estructura particularmente rica en lipidos debido a su peculiar
arreglo de doble membrana. En particular, la membrana interna es una estructura altamente
compleja ya que se ha probado que las crestas de las mismas son en realidad cisternas con un
didmetro aprox. de 30-40 nm con forma tubular o aplanada, las cuales estdn conectadas entre
si y a la superficie periférica de la membrana interna mitocondrial mediante estructuras
tubulares de aprox. 28 nm de didmetro, siendo la superficie de la membrana interna y las
crestas una superficie continua. Ademds, existen sitios de contacto entre las membrana
mitocondriales interna y externa a lo largo de la periferia de la mitocondria (Manella 1994;
Frey y Manella 2000). De lo anterior, se puede inferir que las membranas ocupan una gran
parte del volumen interno de la mitocondria. En la membrana interna se encuentra embebida la
CTE, la cual ha sido considerada como uno de los principales sitios de generacién de ERO de
la célula (Chance et al. 1979; Beckman y Ames 1998), y por otro lado, la CTE es una fuente
rica en metales de transicion tales como el Fe o el Cu (Gonzalez-Halphen y Vazquez-Acevedo
2002) los cuales en estado libre pueden estimular la formacién de ERO. Por lo tanto, la
conjugacion de todos los factores mencionados con anterioridad hace de la membrana interna
uno de los blancos celulares mds importantes del estrés oxidativo.

En concordancia con lo anterior, algunos estudios han identificado a la peroxidacién de
los lipidos de membrana mitocondrial como el principal factor que determina el dafio a la
CTE. En especifico, se ha identificado a la pérdida de ubiquinona y a la peroxidacién de la
cardiolipina como los principales eventos que afectan el transporte de electrones a través de la
cadena (Forsmark-Andreé et al. 1997; Petrosillo et al. 2003; Paradies et al. 2004). Sin
embargo, el dafio oxidativo a la membrana interna podria no limitarse dnicamente a los
efectos mencionados con anterioridad, ya que dicho dafio podria también comprometer la

funcionalidad de las proteinas embebidas en la membrana debido a que la estructura y funcién
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de algunas proteinas parece depender de interacciones especificas entre ciertos dominios de las
mismas y algunas moléculas de fosfolipidos (Shimomura 1984; Tsai y Palmer 1986; Lange et
al. 2001) y por lo tanto, esto podria traducirse en el dafio en la estructura y/o funcién de los
centros redox de los complejos de la CTE (Reinheckel et al. 1995). Por otra parte, la
sensibilidad de los lipidos a la peroxidacion aumenta en una relacion directamente
proporcional al nimero de dobles enlaces en sus cadenas de acidos grasos. Por lo tanto, es
posible plantear que una menor susceptibilidad de las membranas mitocondriales a la
lipoperoxidacién, debido a una disminucién en el grado de insaturacién de los lipidos, podria
disminuir la sensibilidad de la CTE a los efectos nocivos del estrés oxidativo al atenuar el
dafio sobre las interacciones de los fosfolipidos-proteinas mencionadas con anterioridad.

Con base en los argumentos anteriores, en el presente trabajo se decidid estudiar el
efecto del estrés oxidativo inducido por dos de los agentes inductores del estrés oxidativo mas
importantes presentes en la mitocondria (H,O, y Fe), sobre la funcionalidad de la CTE de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. La eleccion de este microorganismo como modelo de
estudio fue hecha por su peculiar composicion de acidos grasos de membrana, la cual la hace
resistente a la lipoperoxidacion y a que la misma puede ser manipulada facilmente en
condiciones de laboratorio. La resistencia de la levadura a la lipoperoxidacién permite
investigar si una menor susceptibilidad a este proceso puede disminuir la sensibilidad de la
CTE al estrés oxidativo y brinda la posibilidad de discernir los efectos del estrés oxidativo
sobre la CTE en los que la lipoperoxidacién estd involucrada de aquellos que se producen
debido a la interaccién entre las ERO y los componentes de la cadena de naturaleza no
lipidica. La caracterizacion de tales efectos es relevante debido a la importancia de la CTE en
la generacion de la energia para realizacion del trabajo quimico y mecénico de la célula y la
participacion de la disfuncién mitocondrial relacionada con el estrés oxidativo en una amplia
variedad de estados patoldgicos (Lucas y Szweda 1998; Guo y Lemire 2003; Green et al.
2004; Lee et al, 2004; Sen et al. 2006). Asimismo, el uso de la levadura para investigar la
produccion de ERO de la mitocondria resulta ventajoso respecto a los modelos de mamiferos
ya que este microorganismo carece de las principales enzimas involucradas en la formacién de
ERO tales como las NOX (Shatwell et al. 1996), la xantina oxidasa, la ciclooxigenasa
(Brenner 2004) o las NOS (Castello ef al. 2006). Por lo tanto, se puede considerar al complejo

III como la principal fuente de ERO en la levadura.
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En primer término, se manipuld el contenido de 4cidos grasos de la levadura con el
objetivo de aumentar la susceptibilidad de las membranas a la lipoperoxidacion, lo cual se
realizé a través de la adicion del 4cido graso triinsaturado dcido linolénico (C18:3) al medio de
crecimiento. El 4dcido linolénico (C18:3) es un acido graso esencial que no es sintetizado por
los mamiferos ni por la levadura. Su incorporaciéon en mamiferos se lleva a cabo
principalmente a través de la ingesta de alimentos y aceites de origen vegetal (Brouwer et al.
2004). Este acido graso es el precursor de los dcidos grasos de cadena més larga de la serie ®-
3 tales como el 4cido eicosapentanoico (C20:5n-3), el 4cido docosahexanoico (C22:6n-3), o el
acido docosapentanoico (C22:5n-3), los cuales se sintetizan a partir del C18:3 mediante su
elongacién y desaturacion por AS y A6 desaturasas (Cho et al 1999a, Cho et al. 1999b). Por lo
tanto, la composicién de &acidos grasos es mucho mds heterogénea en mitocondrias y en
células de mamiferos que en mitocondrias de levadura. Por ejemplo, en mitocondrias de
musculo esquelético de ratén, la composicion de los grupos acilo de los fosfolipidos de
membranas consta de dcidos grasos de 14 hasta 22 dtomos de carbono y con cero hasta seis
insaturaciones (Faulks et al. 2006). Con respecto al C18:3, este dcido graso se encuentra
presente en un bajo porcentaje tanto en mitocondrias de musculo esquelético de ratén (0.3%)
(Faulks et al. 2006) como en el higado de seis especies diferentes de mamiferos (0.1 - 2.6%)
(Pamplona et al. 2000); este pequeio porcentaje es el reflejo tanto de su esencialidad como de
su utilizacion en la sintesis de 4cidos grasos de cadena mas larga. En contraste, ni este dcido
graso ni sus productos de elongacion y desaturaciéon se encuentran presentes en las
mitocondrias y las células de S. cerevisiae.

La adicién de C18:3 produjo cambios dramaticos en la composicién de dcidos grasos
de la levadura, ya que el C18:3 (el cual no se detect6 en esferoplastos ni mitocondrias nativos),
se convirtié en el dcido graso mayoritario tanto en esferoplastos (Fig. 1B, Capitulo 1), como
en la fraccion mitocondrial (Fig. 1B, Capitulo 2). En contraste, los &4cidos grasos
monoinsaturados C16:1 y CI18:1 se convirtieron en los constituyentes minoritarios en
esferoplastos y mitocondrias enriquecidas con C18:3, mientras que en condiciones nativas,
dichos écidos grasos fueron el principal componente en ambos modelos analizados (Fig. 1A,
Capitulos 1 y 2). En S. cerevisiae, los acidos grasos monoinsaturados C16:1 y C18:1 son
formados a partir de sus respectivos precursores saturados C16:0 y C18:0 por la desaturasa

Olelp (Bossie y Martin 1989). El importe desde el medio de cultivo de 4cidos grasos
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poliinsaturados de cadena larga (p. ej., el C18:3), reprime a nivel transcripcional y de
estabilidad del ARNm la actividad de la desaturasa Olelp y provoca el remplazo de las
especies monoinsaturadas nativas con los dcidos grasos suplementados en el medio de cultivo
(Martin et al. 2007). Por lo tanto, la disminucién dréstica en el porcentaje de dcidos grasos
monoinsaturados y el enriquecimiento con C18:3 puede interpretarse como el resultado en la
represion de la actividad de Olelp. Ademds, este resultado confirma la incorporacién del
C18:3 a las membranas de la levadura bajo las condiciones experimentales utilizadas en este
trabajo.

El enriquecimiento con C18:3 elevd de manera importante la sensibilidad de los
esferoplastos y las mitocondrias a la lipoperoxidacién inducida por Fe®*, mientras que en
ausencia de C18:3, la sensibilidad a la lipoperoxidacién fue nula, incluso a la concentracion
mds elevada de Fe** (Fig. 2, Capitulos 1 y 2), La resistencia a la lipoperoxidacién estd dada
por la presencia exclusiva en las membranas de la levadura de acidos grasos saturados y
monoinsaturados (Panel A, Fig. 2 Capitulos 1 y 2), cuya caracteristica es su resistencia a la
lipoperoxidaciéon (Holman 1954). El proceso de lipoperoxidacién inicia por la extraccion de
un atomo de H de un carbono metilénico (-CH,-), dando lugar a la formacién de un radical
lipidico en un carbono (-CH'-), el cual tiende a ser estabilizado mediante un arreglo
intramolecular para formar un radical dienilo conjugado (-CH,-CH"-CH=CH-CH=CH) que
sufre una rapida autooxidacién por el O, del ambiente y que produce especies que pueden
propagar la lipoperoxidacion (Baynes 2006). Los acidos grasos que contienen mas de un doble
enlace separado por un grupo metileno (-CH=CH-CH,-CH=CH-, p.ej. el C18:3), se
autooxidan rdpidamente a temperatura ambiente a través de la formacion de radicales dienilo
conjugados, debido a que estos dltimos son estabilizados por resonancia, mientras que los
acidos grasos monoinsaturados sufren autooxidacién unicamente a temperaturas elevadas
debido a la imposibilidad de formar radicales dienilo conjugados (Porter 1986). Lo anterior
explica la resistencia de este tipo de 4cido graso a la lipoperoxidacién y por lo tanto, la
resistencia a la lipoperoxidacion observada en la levadura y el aumento en la sensibilidad a
este proceso ocasionado por la incorporacién de C18:3.

El tratamiento con H,0, elevé también los niveles de lipoperoxidacion en mitocondrias
+C18:3 (Fig. 1A, Capitulo 4). Sin embargo, los niveles de lipoperoxidacién fueron bajos si se

le compara con lo obtenido en presencia de Fe** (Fig. 2, Capitulo 3). Esto puede ser explicado
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en funcién de que el H,O, no es un agente lipoperoxidante per se, sino que su efecto depende
de la disponibilidad de Fe o Cu libre para la producciéon de una especie mds oxidante (p. €.
radical OH') que pueda iniciar el proceso lipoperoxidativo. Bajo las condiciones
experimentales usadas, se comprob6 que el H,O, aumentd la disponibilidad de Fe libre en
mitocondrias +C18:3 (Fig. 7, Capitulo 4), por lo que se puede asumir que la lipoperoxidacién
observada con H,O, procedi6 a través de la interaccion entre esta ERO y el Fe liberado de las
pozas mitocondriales. Sin embargo, es probable que la concentracién de Fe liberado por el
H,0, sea menor a la usada en los experimentos con Fe?*. En relacién con lo anterior, se ha
descrito que bajo condiciones oxidantes inducidas con H,0,, la proteina Hsp60 de
mitocondrias de la levadura se asocia con proteinas mitocondriales que contienen centros Fe-S
para evitar la liberacion del Fe e impedir un dafio oxidativo mayor (Cabiscol et al. 2002). Lo
anterior, por lo tanto, podria disminuir la disponibilidad de Fe libre en la mitocondria y
contribuiria con los niveles menores de lipoperoxidacién observados con H,O,.

En relacién a las concentraciones de Fe utilizadas en el presente trabajo y las
concentraciones mitocondriales de Fe en mamiferos, se han encontrado concentraciones de Fe
libre de alrededor de 1.5 uM en fibroblastos y linfoblastos de pacientes con ataxia de
Friedreich (enfermedad caracterizada por la baja expresion de la proteina frataxina, la cual esta
involucrada en la homeostasis mitocondrial de hierro) (Sturm, 2005). Sin embargo, la
concentracion de Fe libre puede variar en los diferentes tejidos y depender de la especie en
estudio e incluso puede ser mayor bajo condiciones normales. Por ejemplo, en un estudio
llevado a cabo en mitocondrias de higado de rata, se encontré que la concentracion de hierro
libre es de 16 uM (Rauen, 2007). Por lo tanto, se puede inferir que la concentracién de hierro
libre alcanzada en los experimentos de esta tesis podria no estar tan alejada de las
concentraciones mencionadas anteriormente si se toma en cuenta que una parte del fierro total
que se adicion6 (la cual se encuentra en el rango pM) se puede acomplejar con distintas
moléculas de bajo peso molecular presentes en la mitocondria (p. ej, los nucledtidos de
adenina) y que ademads una parte del hierro adicionado puede ser secuestrado por las proteinas
involucradas tanto en su almacenamiento (p. €j, la frataxina de levadura) como en la sintesis
de los centros Fe-S y los grupos hemo.

Por otro lado, la incorporacion del C18:3 aument6 la sensibilidad de la CTE al estrés

oxidativo en esferoplastos tratados con Fe?* (Fig. 3, Capitulo 1) y un efecto similar ha sido
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encontrado en esferoplastos +C18:3 tratados con H;O, (Corona 2007). En el caso del
tratamiento con Fez+, dicho efecto fue el resultado de un aumento en la sensibilidad de los
complejos III y IV al estrés oxidativo (Fig 4, paneles b y c¢. Capitulo 2 y Tablas I y III ), el
cual fue atribuido a una elevacién en los niveles de lipoperoxidacién, ya que el agente
antilipoperoxidante BHT fue el tinico antioxidante capaz de proteger las actividades de dichos
complejos de los efectos del Fe?* (Fig. 5, paneles b y c. Capitulo 2 y Tablas II y III). Este
resultado concuerda con el requerimiento del fosfolipido cardiolipina para el adecuado
funcionamiento de estos complejos (Chicco y Sparagna 2007). En contraste, la inhibicion en la
actividad del complejo II fue de la misma magnitud tanto en mitocondrias —C18:3 vy
mitocondrias +C18:3 (Fig. 4a, Capitulo 2 y Tabla I). Este resultado y el efecto protector nulo
del BHT (Fig. 5a, Capitulo 2 y Tabla I) indican que la lipoperoxidacién no participa en el
mecanismo de inhibicién de este complejo. En concordancia con estos hallazgos, se ha
reportado que la inhibicién del complejo II bajo condiciones lipoperoxidantes no puede ser
prevenida por antioxidantes de naturaleza lipofilica tales como la vitamina E o la idebenona
(Cardoso et al. 1999). En adicidén, no existen evidencias hasta el momento acerca de un
requerimiento de fosfolipidos por parte del complejo II para su funcionamiento (Chicco y
Sparagna 2007).

Por otro lado, se puede proponer que las ERO producidas por el tratamiento con Fe’* atacan
residuos de aminodcidos importantes para la actividad de los complejos II y III ya que el
tratamiento con manitol protegié parcialmente la actividad de dichos complejos en
mitocondrias —C18:3 (Figs. 3B y 4B, Capitulo 4 y Tablas I y II). Bajo estas condiciones, el
BME no fue capaz de revertir la inhibicién en la actividad de dichos complejos (Figs. 3B y
4B, Capitulo 4 y Tablas I y II). Esto puede indicar que la oxidacién de otro(s) aminoacido(s)
diferente(s) a la cisteina e involucrado(s) en la actividad catalitica de estos complejos fue
responsable de su inhibicién. Otra posibilidad es que el estrés oxidativo inducido por Fe**
provoque la oxidacién irreversible de los grupos —SH que participan en la actividad catalitica
de estos complejos (Lé-Qudc et al. 1981, Fig. 4, Capitulo 3 y Tablas 1 y II). Lo anterior puede
suceder en condiciones fuertemente oxidantes a través de la oxidacion consecutiva del —SH de
la cisteina (R-SH) hasta el correspondiente 4cido sulfinico (R-SOOH), el cual no puede ser
convertido nuevamente a la forma reducida atin a concentraciones altas de agentes reductores

de grupos —SH (Brocklehurst er al. 1987). En adicién, se ha sugerido que la oxidacién de
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grupos —SH esta involucrada en la inhibicion de los complejos II y IIT por el estrés oxidativo,
ya que la incubacién con glutation reducido puede prevenir dicho efecto (Cardoso et al. 1999).
En vista de estos razonamientos, es factible proponer que el aumento en la sensibilidad del
complejo III observada en mitocondrias +C18:3 en presencia de Fe?* fue debido a la
acumulacién de los efectos inhibitorios tanto de la lipoperoxidacién como de la oxidacion de
residuos de aminodcidos necesarios para su actividad y esto concuerda con el efecto protector
parcial observado en presencia de BHT (Fig. 5B, Capitulo 2 y Tabla II). Este argumento
podria ser comprobado en un subsecuente estudio mediante la combinaciéon de agentes
antioxidantes que contengan propiedades protectoras en blancos diferentes (p. ej. el uso
simultdneo de manitol y BHT) o la incubacién con BME previa al tratamiento con Fe**. Otro
posible factor que podria participar en el aumento de la sensibilidad del complejo III al H,O,,
es la pérdida de Fe de los centros redox del complejo, la cual se manifestaria como un

aumento en la disponibilidad de Fe en forma libre (Figs. 6 y 7, Capitulo 4).

Tabla I
Efecto de algunos antioxidantes sobre la inhibicion de la
actividad del complejo II inducida por Fe”* 0 H,0,

Tratamientos -C18:3 +C18.3
Fe?* 50 pM 46.0 +3.62 423 +3.1
Fe?* 50 pM + BHT 50.7 +7.2 55.7+4.0
Fe?* 50 pM + MNTL 61.8 +3.6% 43.1+3.8
Fe** 50 yM + BME 349 +3.6 16.4 +2.7
H,0, 1.0 mM 54.6+12.8 554+6.3
H,0; 1.0 mM + BME  89.1 £2.4%% 846 + 10.4**
H,0, 1.0 mM + EDTA  55.6 +6.43 ND
H,0,1.0mM + MNTL ~ 58.7+52 41.8+49
H,0; 1.0 mM + BHT ND 483+ 1.6

Los valores corresponden al porcentaje de actividad residual respecto
al control y estdn expresados como el promedio * el error estindar de
al menos 3 repeticiones. *P<0.05 respecto a Fe** 50 uM. **P<0.01
respecto a H,O, 1.0 mM ND: actividad no determinada. BHT:
hidroxitolueno butilado. MNTL: manitol. BME: B-mercaptoetanol.
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Tabla 11
Efecto de algunos antioxidantes sobre la inhibicion de la
actividad del complejo III inducida por Fe** 0 H,O,

Tratamientos -C18:3 +C18.3
Fe** 50 pM 438+54 10.3 +3.3
Fe?* 50 pM + BHT 622460  67.9+9.1%*
Fe?* 50 pM + MNTL 82.6 + 6.3%%* 46+29
Fe** 50 uM + BME 46.4+7.9 16.7+5.0
H,0; 0.5 mM 46.4 £4.7 48.9 3.2
H,0,0.5mM + BME 957 433"  582+22%
H,0,0.5mM + EDTA 502 +8.1 ND
H,0,0.5mM + MNTL  433+54 61.5+7.8
H,0, 0.5 mM + BHT ND 493+75

Los valores corresponden al porcentaje de actividad residual respecto
al control y estdn expresados como el promedio * el error estindar de
al menos 3 repeticiones. *P<0.05 respecto a HO, 0.5 mM. **P<0.01
respecto a H,0, 0.5 mM ~P<0.01 respecto a Fe** 50uM. ND:
actividad no determinada. BHT: hidroxitolueno butilado. MNTL:
manitol. BME: 3-mercaptoetanol.

Tabla II1
Efecto de algunos antioxidantes sobre la inhibicion de la
actividad del complejo IV inducida por Fe”* 0 H,0,

Tratamientos -C18:3 +C18.3
Fe?* 100 pM 76.6 +5 40.5+4.3
Fe** 100 pM + BHT 69.5+44 108.5 + 8.3**
H,0;, 1.0 mM 109.5 +4.1 116.3 +10.7

Los valores corresponden al porcentaje de actividad residual respecto
al control y estdn expresados como el promedio * el error estdndar de
al menos 3 repeticiones. **P<0.01 respecto a Fe** 100 uM a H,0, 1.0
mM. BHT: hidroxitolueno butilado. MNTL: manitol. BME: -
mercaptoetanol.
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Los altos niveles de lipoperoxidacion logrados con Fe no alteraron la concentracion de
citocromos (Fig. 7, Capitulo 2), 1o que significa que el Fe contenido en los grupos hemo no fue
liberado por este proceso. Sin embargo, otra posibilidad es que el Fe libre provenga del centro
Fe-S de la ISP, ya que se ha demostrado en otras proteinas una alta susceptibilidad de estos
centros al ataque por H,O, (Tretter y Adam-Vizi 2000; Lee 1999).

En el caso de los efectos producidos por el H,O;, en la CTE, se encontr6 que la
sensibilidad a este oxidante aumentd en mitocondrias +C18:3 tGnicamente en el complejo III a
las concentraciones mas bajas de H,O; utilizadas, lo cual se debe a que concentraciones mas
altas de este oxidante inhiben casi totalmente esta actividad también en mitocondrias —C18:3
(Fig. 2, Capitulo 4 y Tabla II). Respecto a lo anterior, se encontrd que la proteccion obtenida
mediante el tratamiento con BME fue sensiblemente menor en mitocondrias +C18:3 (Fig. 4A.
Capitulo 4 y Tabla II) que la observada en mitocondrias —C18:3 (Fig. 4B, Capitulo 3 y Tabla
II), lo que sugiere que en ausencia de lipoperoxidacion, la inhibicién de este complejo con
H,O; procede a través de la oxidacion de grupos —SH necesarios para su actividad, en tanto
que bajo condiciones de lipoperoxidacién moderada observadas con H,O,, la inhibicién de
este complejo procede a través de un mecanismo adicional a la oxidacién de grupos —SH y que
podria estar relacionado con la alteracién de alguno de los grupos prostéticos inducida por la
lipoperoxidacién. Asimismo, es factible proponer que dicha alteracion podria haberse llevado
a cabo a nivel del centro Fe-S de la ISP o de los hemos de los citocromos que constituyen al
complejo de un modo tal que propiciaria la liberacion del Fe de estos grupos prostéticos y que
corresponderia con los niveles mayores de Fe libre observados en mitocondrias +C18:3 (Figs.
6 y 7, Capitulo 4). Consecuentemente, el Fe liberado seria responsable de la estimulacion de la
lipoperoxidacién observada en la Fig. 1 del Capitulo 4, creando un circulo vicioso de
lipoperoxidacidn-daiio oxidativo a los complejos respiratorios-liberaciéon de Fe-estimulacion
de la lipoperoxidacion.

Respecto a la inhibicion del complejo II por H,O,, se observé que la sensibilidad a este
oxidante fue la misma tanto en mitocondrias —C18:3 como en mitocondrias +C18:3 (Fig. 2A,
Capitulo 4 y Tabla I), lo que apoya la conclusion mencionada con anterioridad acerca de la
nula participacién de la lipoperoxidacion en la inhibicién de este complejo. En el caso del
efecto protector por los diferentes antioxidantes probados, se encontré que el BME revierte la

inhibicion en la actividad de este complejo a un nivel similar en mitocondrias —C18:3 y en
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mitocondrias +C18:3 (Fig. 4A, Capitulo 3; Fig. 3A, Capitulo 4 y Tabla 1)), mientras que los
demds antioxidantes no presentaron efecto alguno (Fig. SA, Capitulo 3, Fig. 3A, Capitulo 4 y
Tabla I). Estos resultados sugieren que la inhibiciéon de este complejo por H,O, procede a
través de la oxidacion reversible de los grupos —SH que han sido descritos como necesarios
para su actividad catalitica (Lé-Qudc et al 1981), mediante un proceso que es independiente de
la lipoperoxidacion.

A diferencia de lo observado en los complejos II y III, el complejo IV fue totalmente
insensible a los efectos del H,O, independientemente de la composiciéon mitocondrial de
acidos grasos (Tabla III). Una posible explicacion para este fendmeno puede radicar en el
hecho de que este complejo puede actuar en presencia de H,O, como una peroxidasa usando
citocromo ¢ reducido como donador de electrones (Vygodina et al. 1998). Durante el ciclo
catalitico del complejo, el dioxigeno unido al Fe’* del hemo a3 (Fe**-0-O7) sufre una doble
protonacién, formandose un perdxido (Fe’*-HO-OH) el cual es inestable y sufre
inmediatamente un rompimiento heterolitico dando lugar a la liberaciéon de agua. El H,0O,
puede unirse directamente al hemo a3, formar el complejo Fe’*-HO-OH vy sufrir un
rompimiento heterolitico similar al del peréxido intermediario formado durante el ciclo
catalitico en condiciones normales (Vygodina y Konstantinov 2007). Por lo tanto, es posible
que el H,O, en este complejo funcione méds como un sustrato de la enzima que como un
agente que oxide y dafie su estructura. A este respecto, se ha comprobado la existencia de
grupos —SH libres en el complejo IV de mamiferos (Lin et al. 2003); sin embargo, en funcion
de los resultados obtenidos es posible que estos sulfhidrilos no sean esenciales para su
actividad o que el hemo a3 tenga una mayor afinidad por el HO, que dichos grupos -SH.

El complejo IV requiere del fosfolipido cardiolipina para su actividad catalitica
(Chicco y Sparagna 2007), lo cual puede explicar la inhibicién en la actividad de este
complejo sensible a BHT observada en mitocondrias +C18:3 tratadas con Fe** (Figs. 4C y 5C,
Capitulo 2 y Tabla III). No obstante que la lipoperoxidacion fue inducida también por H,O, en
mitocondrias +C18:3, es posible que los bajos niveles de este pardmetro observados bajo estas
condiciones (Fig. 1 Capitulo 4) no sean suficientes para afectar la actividad de este complejo.

Por otra parte, el tratamiento con Fe** indujo en mitocondrias +C18:3 una resistencia al
efecto inhibitorio de la antimicina A sobre la reduccién del citocromo ¢, producto de la

actividad del complejo III (Fig. 6b, Capitulo 2). Esta resistencia puede ser atribuida al dafo
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lipoperoxidativo sobre el complejo ya que fue prevenida por el tratamiento con BHT (Fig. 6d,
Capitulo 2) y no fue observada en mitocondrias —C18:3 (Fig. 6b, Capitulo 2). La reduccién de
citocromo c resistente a antimicina A puede interpretarse como una reaccion colateral al ciclo
Q que aument6 la formacién de radical O,", puesto que este radical libre es capaz de reducir
de manera no catalitica al citocromo ¢ (Boveris y Cadenas 1975; Muller et al. 2002). La
reduccién del citocromo c fue casi totalmente eliminada a través de la remocién del O," por la
MnSOD tnicamente en mitocondrias +C18:3 (Tabla 1, Capitulo 2), lo que confirma que el
dafio lipoperoxidativo inducido por Fe** increment6 la formacién de O,”. Un efecto similar
fue encontrado en las mitocondrias +C18:3 expuestas al H,O, (Fig. 5, Capitulo 4). El radical
0, puede producirse en el sitio Qo del complejo IIT a través de la reaccién del radical QH™
con el O,. Dicha reaccién puede ser impedida mediante la inhibicién de la oxidacién del QH,
por el inhibidor del sitio Qo estigmatelina, el cual bloquea de manera competitiva el sitio de
unién donde el QH, es parcialmente oxidado y desprotonado (Muller er al. 2003), La
estigmatelina inhibié totalmente la reduccién del citocromo c¢ (Fig. 6¢, Capitulo 2),
confirmando que la misma fue debida a la produccién de O," en el sitio Qo del complejo II1.
La produccién de O," fue atribuida a un defecto en la reduccién del citocromo b
provocado por la lipoperoxidacién, ya que el pico de absorcion de este citocromo (562 nm),
usando succinato como donador de electrones, no se observd en el espectro de absorciéon de
mitocondrias +C18:3 tratadas con Fe>* (linea continua, Fig. 8d, Capitulo 2), en tanto que dicho
pico si aparecio tanto en el espectro de mitocondrias —C18:3 (linea continua, Fig. 8c, Capitulo
2) como en el de mitocondrias +C18:3 tratadas previamente con BHT (linea continua, Fig. 8e,
Capitulo 2). Asimismo, la adicién de antimicina A (la cual inhibe la reoxidacién del citocromo
b en el sitio Q;) (linea punteada, Fig. 8d, Capitulo 2), no tuvo el mismo efecto que el
observado en mitocondrias —C18:3 (un aumento en la intensidad del pico a ~562 nm, linea
punteada, Fig. 8c, Capitulo 2) o en mitocondrias +C18:3 en presencia de BHT y Fe®* (linea
punteada, Fig. 8e, Capitulo 2), lo que confirma que el citocromo b no fue reducido y
concuerda con la resistencia a la antimicina A observada en los trazos de reduccién de
citocromo ¢ (Fig. 6b, Capitulo 2). El defecto en la reduccion del citocromo b no fue debido a
la destruccién de los grupos hemo de esta subunidad, dado que la concentracién de citocromo
b usando ditionita como donador de electrones (la ditionita reduce directamente a los

citocromos independientemente de la actividad de la CTE) fue similar a la observada en el
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control (Fig. 7b, Capitulo 2). Por lo tanto, la inhibicién de la reduccion del citocromo b podria
ser debida a una alteracion en su conformacién inducida por la lipoperoxidacion, dado el
requerimiento de esta subunidad por los lipidos para mantener una estructura y funcién
adecuadas (Tsai er al. 1986). Otra explicacién alternativa es que la lipoperoxidacion alter6 el
potencial redox de los hemos b a un valor desfavorable que impediria su reducciéon. En
cualquier caso, el defecto en la reduccién del citocromo b estimularia una reaccion colateral al
ciclo Q atribuible a la acumulacién de radical QH™ en el sitio Qo debido a la imposibilidad de
los hemos b de aceptar el segundo electrén de la oxidacién bifurcada del QH,. El radical QH™
reduciria al oxigeno a radical O," y este a su vez, reduciria al citocromo ¢ de una manera
insensible a antimicina A.

La lipoperoxidacién podria afectar también la reduccién catalitica del citocromo c¢ a
través del citocromo c; debido a que el movimiento rotacional de la ISP hacia el citocromo c;
depende de la interaccién de la ISP con la cardiolipina de la membrana interna mitocondrial.
El defecto en la reduccion del citocromo b podria también contribuir a la alteracién en el
movimiento rotacional de la ISP, puesto que se ha propuesto que la disrupcién en la
transferencia de electrones entre los hemos b podria afectar dicho movimiento (Yang et al.
2008).

En cuanto al efecto del estrés oxidativo inducido por el Fe*? sobre los citocromos de
mitocondrias —C18:3, no se encontrd alteracion alguna en la reducciéon de los mismos
estimulada por succinato (linea continua, Fig. 8c, Capitulo 2), mientras que tampoco se
observaron alteraciones en el efecto de la antimicina A sobre la reduccién del citocromo b
(Iinea punteada, Fig. 8c, Capitulo 2). Sin embargo, se encontré una disminucién en la
concentracion total de citocromos c+c; (Fig. 7a, Capitulo 2). Por lo tanto, este efecto podria
participar en la disminucién observada en la actividad del complejo III en mitocondrias -C18:3
(Fig. 4b, Capitulo 2) limitando el flujo de electrones a través del complejo. Dado que la
inhibicién de dicha actividad fue prevenida por el tratamiento con manitol (Fig. 4B, Capitulo
4), es factible proponer que las ERO podrian haber afectado a alguno de los aminoacidos que
participan en la catdlisis de este complejo o en la unién del grupo hemo del citocromo ¢ o c;.
El hecho de que la concentracién de los citocromos c+c; haya sido alterada en mitocondrias —
C18:3 pero no en mitocondrias +C18:3, puede estar relacionado con el efecto protector que

tienen los dcidos grasos poliinsaturados sobre el dafio inducido en la estructura y funcion del
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citocromo ¢ por diferentes agentes oxidantes (Nantes et al. 2000; Rodrigues et al. 2007). Es
posible que los citocromos se conviertan en uno de los principales blancos del estrés oxidativo
en mitocondrias —C18:3 en vista de la resistencia de los 4cidos grasos de esta clase de
mitocondrias al dafio oxidativo.

Generalmente, la generacion de ERO en las mitocondrias es vista como un proceso
deletéreo para la célula (Ide ef al. 1999; Cadenas y Davies, 2000). Sin embargo, al H,O; se le
ha atribuido un papel en la sefializacioén celular como segundo mensajero debido a que posee
una mayor selectividad en su accién que otras ERO (p. ej. el radical OH"), a su alta capacidad
de difundir a sitios lejanos de su lugar de generacién y a que es una molécula enziméticamente
metabolizable (Forman et al. 2004). En el caso particular de S. cerevisiae, la transcripcioén de
diferentes genes involucrados en la respuesta a condiciones de estrés oxidativo, puede ser
regulada por concentraciones sub-letales de H,O, y de radical O," a través de su interaccién
con el factor de transcripcion Yaplp (Coleman et al. 1999). Entre los genes cuya expresion se
regula por Yaplp, se encuentra GLRI, el cual codifica para una glutation reductasa
involucrada en el mantenimiento de un valor alto de la proporcion GSH/GSSG (Grant et al.
1996). A su vez, el glutation estd involucrado en la destoxificacion enzimdtica de los
productos toxicos de la lipoperoxidacion (Tan et al. 1984). Por lo tanto, es posible proponer
que la produccién de ERO detectada en mitocondrias +C18:3 podria ser parte de una via de
sefalizacidn en respuesta al dafio lipoperoxidativo en la mitocondria. Dicha via podria activar
mecanismos que eliminen los productos toxicos de la lipoperoxidacion y que disminuyan la
concentracion de ERO a un nivel que no sea letal para la célula. En relacion a lo anterior, se
encontr6 un aumento en la sensibilidad de la viabilidad celular al estrés oxidativo en
esferoplastos +C18:3 tratados con 100 uM Fe”* (Fig. 4, Capitulo 1), observandose una pérdida
parcial de la viabilidad en un 30%, lo cual sugiere que la lipoperoxidacién sensibiliza a la
célula en general a los efectos dafiinos del estrés oxidativo pero permite cierto nivel de
viabilidad. En contraste, en otro trabajo en el que se utilizaron esferoplastos con la funcién
mitocondrial eliminada mediante el uso de bromuro de etidio, se encontré que la viabilidad
celular disminuy6 hasta en un 90% exclusivamente en esferoplastos +C18:3 tratados con la
concentracién de Fe®* antes mencionada (Estrada 2007). Por lo tanto, esto indica que la

mitocondria es necesaria para mantener un cierto grado de viabilidad ain cuando bajo en estas
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condiciones, la mitocondria produce ERO (Tabla 1, Capitulo 2), las cuales podrian activar una
respuesta de defensa mediante el mecanismo sefialado anteriormente.

En el caso de la inhibicion reversible de la CTE por la oxidacién de grupos —SH en
presencia de H,O,, es posible plantear que dichos grupos podrian funcionar como un sensor
redox que modularia la actividad de la CTE en funcién del estado redox de la mitocondria,
limitando el flujo de electrones hacia la CTE y por lo tanto, la producciéon de ERO en la
misma, lo cual concordaria con la nula produccién de O, observada en mitocondrias —C18:3
(Fig. 5, Capitulo 4).

En el esquema 3 se propone un modelo que explica el papel de la lipoperoxidacién
sobre el dafio a la CTE tomando en cuenta la mayor parte de los resultados encontrados en el
presente trabajo. En condiciones de nula lipoperoxidacién, los complejos de 1I (CII) y III
(CIII) de la CTE serian inhibidos por el H,O, y posiblemente, por las ERO producidas por el
Fe*, mediante la oxidacién de grupos —SH reactivos que son necesarios para la actividad de
estos complejos (1) lo cual seria revertido mediante la adiciéon de un reductor de agentes —SH
como el BME (2), mientras que en el caso del Fe®*, el dafio sobre estos grupos podria ser
prevenido por el manitol. En el caso del complejo IV (CIV), el H O, no ejerceria ningin
efecto sobre su actividad y funcionaria mas como un sustrato debido a su actividad peroxidasa
(3). La lipoperoxidacion (explosién de color rojo en la membrana) aumentaria la sensibilidad
de la CTE al estrés oxidativo a nivel de los complejos III y IV debido al requerimiento de
lipidos en estos complejos para su actividad (4). La lipoperoxidacion estimularia la liberacion
de Fe de los grupos prostéticos del complejo III posiblemente a nivel del centro Fe-S de la ISP
(5). El Fe estimularia la produccién de radical OH® mediante su interaccién con el H,O, (6), lo
que favoreceria la lipoperoxidacion en presencia de este oxidante. En el caso del complejo III
(recuadro), la lipoperoxidacion afectaria la estructura de la subunidad citocromo b debido a su
naturaleza hidrofébica, de un modo tal que impediria la transferencia de electrones hacia los
hemos by y by (7). Por lo tanto, el radical QH" producto de la oxidacién del QH, por la ISP se
acumularia en el sitio Qg propiciando la aparicién de una reaccién colateral al ciclo Q en la
que la QH’ reaccionaria con el O, (flecha roja) para formar radical O," (8 y 9). Por lo tanto,
bajo estas condiciones, la reduccion del citocromo ¢ procederia principalmente a través de su
reaccién con el radical O," de una manera sensible a MnSOD (10), mientras que la reduccién

catalitica del citocromo c a través del ciclo Q estaria limitada debido a que la lipoperoxidacion
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impediria el movimiento rotacional de la ISP entre el citocromo b y el citocromo c¢; al afectar
las interacciones fosfolipido-proteina necesarias para dicho movimiento (11). Asimismo, la
produccién de radical O,” y la reduccién no catalitica del citocromo ¢ seria eliminada al
inhibir la oxidacién parcial del QH, a radical QH® por el inhibidor del sitio Qo estigmatelina

(12).
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Esquema 3. Modelo propuesto para explicar el mecanismo mediante el cual la
lipoperoxidacién aumenta la sensibilidad de la CTE al estrés oxidativo y favorece la
formacion de radical O," mediante el dafio lipoperoxidativo en el complejo 1II. Revisar el

texto para explicacion.
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6.- PERSPECTIVAS

e Determinar si el defecto observado en la reduccién del citocromo b por la
lipoperoxidacién es debido a una alteracion en el potencial redox de los hemos b 0 a
una alteracion estructural de esta subunidad.

e Determinar el efecto de la lipoperoxidacion sobre otros pardmetros del funcionamiento
mitocondrial tales como el establecimiento del AY o la sintesis de ATP.

e Determinar si las ERO generados por el complejo III sirven como una sefial para
inducir una respuesta al estrés oxidativo mediante la activacién de la transcripcion de
genes involucrados en los mecanismos antioxidantes de la célula (p. ej. el sistema de
glutatién peroxidasa) mediada por factores de transcripcion que son activados por ERO
(p- €j. Yaplp), o establecer si dichas ERO sirven para activar la muerte programada de
la célula.

e Determinar el origen (centros Fe-S de los complejo II y IIT o de la aconitasa, grupos
hemo de los citocromos) del Fe libre detectado bajo condiciones lipoperoxidantes en
presencia de H,O,.

e Conocer si el estrés oxidativo generado por la exposicion a diversos agentes (p. ej.
farnesol, acido acético) que estimulan la produccién de ERO en la mitocondria de
levadura, puede tener un efecto similar al observado cuando el estrés oxidativo es

generado de manera exdgena (este trabajo).
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