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“Sélo puedo crecer hasta donde yo pueda saltar, solo
puedo llegar hasta donde pueda buscar, s6lo puedo
penetrar hasta donde quiera ver y sélo puedo ser lo

gue pueda soifar”

Karen Ravin

QUIMICO-FARMACOBIOLOGIA M. MIRELLA ESTRADA VILLAGOMEZ



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

“Bueno es ir a la lucha con determinacion, abrazar a la
vida y vivir con pasion, perder con clase y vencer con
osadia, por que el mundo pertenece a quien se atreve y

la vida es mucho para ser insignificante”

Chaplin
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RESUMEN

En los organismos aerobios, las especies reactivas del oxigeno (ERO)
se producen principalmente a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial,
causando dafio en los componentes de la misma. Este aspecto es de
importancia debido a su participacion en algunas patologias. De especial
interés en la disfuncibn mitocondrial por el estrés oxidativo es la
lipoperoxidacion de los lipidos de las membranas mitocondriales en las que se
encuentran embebidos los componentes del transporte de electrones. Las
membranas mitocondriales de Saccharomyces cerevisiae estan compuestas
por lipidos monoinsaturados, lo cual las hace particularmente resistentes a la
lipoperoxidacién. Asimismo, la composiciéon lipidica de las membranas de la
levadura puede ser manipulada mediante la adicion de lipidos poliinsaturados
al medio de cultivo. Estas propiedades de la levadura permiten estudiar el
papel de la composicion lipidica de las membranas mitocondriales en los

efectos del estrés oxidativo sobre la funcionalidad mitocondrial.

Al ser modificada la composicion lipidica membranal de las células de
Saccharomyces cerevisiae con acido linolénico, se observo que el aumento en
la susceptibilidad de las membranas lipidicas al tratamiento con Fe*" se vio
reflejada en niveles mas altos de lipoperoxidacion. Lo anterior podria estar
relacionado con un incremento en la sensibilidad de la funcién mitocondrial y la
viabilidad celular hacia los efectos daninos del estrés oxidativo inducido por el

Fe?*. Relacionandose esto con el aumento en los niveles de lipoperoxidacion.
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de las levaduras

Las levaduras han servido al hombre durante siglos para fermentar
jugos, frutas, pan o elaborar muchos alimentos nutritivos; en la actualidad se

han utilizado en la sintesis de algunas vitaminas, grasas y proteinas [32].

Las levaduras son los microorganismos mas importantes y mas
ampliamente utilizados en la industria. La produccion de células de levaduras y
de alcohol por levaduras, son dos procesos industriales muy diferentes.
Difieren en que el primero requiere la presencia de oxigeno para tener la
maxima produccion de material celular y por tanto es un proceso aerdébico,
mientras que la fermentacion alcohdlica es anaerdbica y sélo tiene lugar en

ausencia de oxigeno [32].

Las levaduras también han contribuido al progreso cientifico por ser un
buen modelo para el estudio y aclaracién de los procesos bioquimicos y
metabodlicos basicos de las células eucariontes. Tal eleccion no es
sorprendente ya que las levaduras se pueden obtener en grandes cantidades y
son faciles de manipular [1]. Es posible alterar la levadura genéticamente, en el
laboratorio utilizando métodos de intercambio genético para producir cepas con

propiedades deseadas, a partir de dos cepas parentales distintas [32].

Las levaduras mas importantes desde el punto de vista industrial son las
cepas cerveceras y panaderas de la especie Saccharomyces cerevisiae [32],
constituyendo una de las levaduras que mas abundan en la naturaleza (suelo,
agua, frutas, zumos), por lo que muchos de los procesos eucaridticos pueden
ser estudiados en esta levadura por técnicas bioldgicas (genéticas, fisioldgicas)
que no son posibles en organismos eucariontes pluricelulares. Estos procesos
incluyen division celular, metabolismo del ARNy, localizacién de proteinas,
diferenciacion celular y las funciones de oncogenes [2]; ademas,
Saccharomyces cerevisiae es el primer eucarionte que tiene completamente

secuenciado su genoma [3], que es 200 veces mayor que el de los mamiferos
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(3.5 x 10° pb en mamiferos y 1.4 x 10’ pb en la levadura), por lo que fue

secuenciado rapida y recientemente publicada en 1996 [9].

1.2. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo unicelular eucarionte
perteneciente al reino Fungi, sub-reino Amastigomycota donde se agrupan
aquellos hongos que producen esporas sexuales y asexuales (hongos
perfectos) y que son habitantes comunes de habitats terrestres. Dentro del sub-
reino amastigomycota, S. cerevisiae esta comprendida dentro de la divisidon
Ascomycota por su capacidad de producir ascoesporas durante su ciclo de vida
sexual [4]. S. cerevisiae ha sido considerada como un hongo dimérfico pues
produce por gemacion células esféricas individuales denominadas levaduras o

en ausencia de nitrogeno, estructuras pseudohifales [5].

Las estructuras que forman las células de la levadura S. cerevisiae son
basicamente las mismas que forman las de otros eucariontes, tales como:
capsula, pared celular, membrana citoplasmatica, nucleo, vacuolas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, lisosomas, mitocondrias unidas formando una
red [6] y a diferencia de las células de los mamiferos, poseen una pared celular

externa compuesta principalmente por glucano y manoproteinas [7], (esquema

1),

Microscépicamente S. cerevisiae es de forma esférica a ovoide y mide
aproximadamente de 3 a 15 ym de diametro. Macroscopicamente en medio
sélido, produce colonias pastosas, opacas y generalmente llegan a medir de
0.5 a 3 nm de diametro, son de color crema, ligeramente elevadas, lisas y
plegadas [8]. La levadura se desarrolla mejor en medios de cultivo con reaccion
acida a un pH que oscila entre 3.5 y 3.8 en donde se inhiben casi todas las

bacterias vecinas y a una temperatura 6ptima de 30°C.
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Mp Vac

Esquema 1. Estructura general de la levadura Saccharomyces cerevisiae en
proceso de gemacioén. (P) pared; (MP) membrana plasmatica; (V) vacuola; (CG) cicatriz
gemante; (M) mitocondria; (CL) cuerpo lipidico; (AG) aparato de Golgi; (RE) reticulo
endoplasmico; (V) vesicula; (CHP) corpusculo huso polar, (N) nucleo. Tomado y adaptado de:
The Biology of the Celular Cycle. J.M. Mitchison, 1962. [65].
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Saccharomyces cerevisiae es un microorganismo aerobio facultativo, por
lo tanto, crece bajo condiciones anaerobias en presencia de una fuente de
carbono fermentable, lo que permite obtener células de levadura que pueden
crecer aun con mutaciones en el ADN mitocondrial que causen deficiencias
respiratorias debido al dafno a una o algunas funciones especificas [10]. De
este modo, se puede determinar si la funcion mitocondrial se encuentra

involucrada en algun fendmeno en particular.

1.2.1. Fisiologia de Saccharomyces cerevisiae

En S. cerevisiae, se pueden encontrar diferentes reacciones fisiolégicas,

aspectos morfoldgicos y mecanismos de reproduccion [1].

Los procesos de generacion de energia, a través del catabolismo de
moléculas de glucosa, son aerdbico o anaerodbico; asi, las levaduras como S.
cerevisiae tienen la capacidad de llevar a cabo dos formas diferentes de

metabolismo: la fermentacion y la respiracion [14].

Cuando el oxigeno esta ausente, da como resultado una reducida
produccion celular, pero significantes cantidades de alcohol (etanol); por otra
parte, cuando el oxigeno esta presente, las levaduras crecen eficientemente en
glucosa como sustrato, habiendo gran produccion celular y generandose CO,
[13]. Por lo tanto, la velocidad de crecimiento depende de la presencia de O, y

también determina los diferentes tipos de metabolismo [14].

1.3. La mitocondria

Las mitocondrias son organulos citoplasmicos presentes en las células
eucariontes [15]. Las mitocondrias son las centrales energéticas de la célula, ya
que por medio de reacciones acopladas de oxidacion y reduccion, captan la
energia contenida en las moléculas combustibles y producen otras formas de
energia quimica [16]. Su numero por célula es relativamente constante y
caracteristico para cualquier tipo de célula determinado, pero puede cambiar

con el estado de desarrollo o con la actividad funcional. Las mitocondrias se
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dividen por fisién, después de que ha tenido lugar la division celular. Con
frecuencia, las mitocondrias se encuentran en las proximidades de las
estructuras que necesitan del ATP, o cercanas a una fuente de combustible, de
la que dependen. A menudo, también se encuentran localizados en posicién
adyacente a las gotitas de grasa citoplasmatica, que actia como fuente de
acidos grasos, combustible para la oxidacién. Las mitocondrias pueden
constituir una fraccion relativamente grande de volumen citoplasmatico; por

ejemplo, en células hepaticas se eleva a cerca de 22% [33].

Las mitocondrias son estructuras de aproximadamente 1 ym de grosor,
con forma distintiva filamentosa o granular. EI modelo tipico de la mitocondria
consiste en dos membranas, una externa que es lisa y otra interna que
presenta numerosas invaginaciones conocidas como crestas (que se proyectan
hacia el interior de la mitocondria y que, a menudo, llegan casi hasta el otro
lado de la misma [25]), con lo que se forman dos compartimentos, uno externo
que corresponde a un espacio limitado por dos membranas denominado
espacio intermembranal y otro espacio interno, limitado solamente por la
membrana interna llamado matriz mitocondrial [17]. Sin embargo, la aparicién
de técnicas de microscopia electronica en tres dimensiones ha probado que el

modelo anterior es inexacto [18].

Las imagenes obtenidas mediante tomografia microscopia electronica de
mitocondrias de higado de rata muestran que las crestas no estan formadas
por los plegamientos de la membrana interna mitocondrial, sino que son
cisternas con un diametro aproximado de 30-40 nm con forma tubular o
aplanada, las cuales estan conectadas entre si y a la superficie periférica de la
membrana interna mitocondrial mediante estructuras tubulares de
aproximadamente 28 nm de diametro, siendo la superficie de la membrana
interna y las crestas una superficie continua [19]. Ademas, existen sitios de
contacto entre las membranas mitocondriales interna y externa a lo largo de la
periferia de la mitocondria. Dichos sitios tienen un tamafno aproximado de 14-40
nm Yy esto sugiere que los sitios podrian representar ensamblajes

macromoleculares para el transporte de metabolitos, iones y proteinas a través
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de las membranas externa e interna. Esta idea se ve reforzada por el hecho de

que las membranas en los sitios de contacto no se encuentran fusionadas [20].

La membrana interna esta formada por aproximadamente un 70% de
proteinas y un 30% de lipidos, lo cual hace que tal vez sea la membrana
biolégica con mayor abundancia de proteinas [25]. En cambio, la membrana
externa estda compuesta por alrededor del 30-40% de lipidos y el resto de
proteinas [22]. Un gran grupo de proteinas completamente diferentes estan
unidas a la membrana externa, entre las que se encuentran las enzimas de la
oxidacion de los aminoacidos, las de la elongacién de los acidos grasos, las de
la biosintesis de los fosfolipidos de la membrana y las de las hidroxilaciones
enzimaticas [25]. Su principal componente incluye a una proteina de 283
residuos de aminoacidos denominada canal anionico dependiente del voltaje
(VDAC por sus siglas en ingles) o porina, cuya funcién es formar un canal
acuoso para el movimiento de metabolitos de naturaleza anionica (P. Ej:
fosfato, ADP, ATP, piruvato) hacia adentro y afuera de la mitocondria. El VDAC
se une de manera reversible a cinasas como glicerol cinasa y la hexocinasa
[23,24].

Las mitocondrias de tejidos tales como corazon y rifidn, que tienen
ritmos respiratorios elevados, poseen numerosas crestas, y de aqui que el area
superficial de Ila membrana interna sea relativamente grande; en
correspondencia, tienen un numero elevado de conjuntos respiratorios. Las
mitocondrias de células con ritmos respiratorios bajos como el higado, poseen

menos crestas, un area superficial menor y menos conjuntos respiratorios [33].

En S. cerevisiae, alrededor del 12% del volumen total de la célula esta
ocupado por mitocondrias y su numero sufre extensas modificaciones
dependiendo de los cambios en los ciclos de vida y del estado fisiologico.
Ejemplo de ello son las levaduras, creciendo de manera aerobia en altas
concentraciones de azucar; bajo estas condiciones las mitocondrias
representan unicamente del 3-4% del volumen celular, en tanto que sus crestas

son raras y posicionadas de manera irregular [21].

QUIMICO-FARMACOBIOLOGIA M. MIRELLA ESTRADA VILLAGOMEZ 7
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La membrana interna mitocondrial es libremente permeable a el O,, el
CO, y el H,O [26], a diversas moléculas neutras pequenas, tales como la urea,
el glicerol y a acidos grasos de cadena corta. No es permeable a los cationes
Na*, K o Mg?*, ni a los aniones CI', Br o NOs, ni a los azucares tales como la
sacarosa, ni a la mayor parte de los aminoacidos [33]. Esto permite el
establecimiento del potencial transmembranal (AW) y evita pérdidas en el
mismo, debidas a la tendencia termodinamica de los iones a igualar las cargas
eléctricas y su concentracion en ambos lados de la membrana. Otra
particularidad de la membrana interna mitocondrial es la presencia exclusiva de
cardiolipina. Este fosfolipido tiene un papel importante en la mitocondria
optimizando la actividad de algunos complejos de la cadena respiratoria y
algunos acarreadores ionicos [27,28]. Esta membrana aloja a la ATP sintetasa
y a los complejos proteicos que componen la cadena transportadora de

electrones.

Por su parte, la matriz mitocondrial contiene una gran cantidad de
enzimas solubles, que participan en fendmenos metabdlicos de gran
importancia, como son el ciclo de Krebs y la oxidacién de los acidos grasos.
También en la matriz mitocondrial se encuentra el ADN mitocondrial y la
maquinaria necesaria para la replicacion, la transcripcion y la sintesis de
algunas proteinas mitocondriales (ribosomas, ARN de transferencia) [29].
Ademas, la matriz mitocondrial contiene numerosas enzimas implicadas en la
biosintesis de aminoacidos, nucledtidos [21] y algunas enzimas involucradas en
los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo tales como la superéxido
dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) [30] o las del sistema de

tioredoxina [31].

1.3.1. Cadena respiratoria

La cadena respiratoria es un ensamblaje de mas de 20 captadores de
electrones que se encuentran principalmente asociados, ya sea de manera
covalente o no covalente, a estructuras proteicas oligoméricas que forman
grandes complejos enzimaticos embebidos de manera parcial en la membrana

interna de la mitocondria. Se presume que los transportadores adyacentes de
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la cadena estan orientados de modo que sus grupos prostéticos puedan
establecer contacto mediante movimientos vibratorios o rotatorios limitados
[33]. Tres de estos complejos (I, Il y IV) funcionan como bombas redox de
electrones, acoplando el transporte de electrones a la traslocacion vectorial de

protones [35].

El modo en que los complejos respiratorios se encuentran organizados a
nivel molecular ha sido tema de debate, ya que se han planteado dos modelos:
uno donde los componentes de la cadena respiratoria son libres de difundir
lateral e independientemente uno del otro en el plano de la membrana y donde
la transferencia de electrones esta acoplada a colisiones entre los
componentes [36,37]. ElI otro modelo propone que los componentes
respiratorios estan organizados como un ensamblaje macromolecular ordenado
[38].

Los complejos I, Il, 1l y IV aceptan electrones desde un transportador
electrénico relativamente mévil y pasan los electrones a otro transportador
movil. Estos transportadores moviles son el NADH, el succinato, la coenzima Q
y el citocromo c. La energia liberada por las acciones de los complejos |, lll y IV
impulsan la sintesis de ATP por el complejo V, denominado complejo ATP

sintasa [25].

El complejo | y el complejo Il reciben electrones de la oxidacion del
NADH y del succinato, y los pasa a un transportador electrénico lipidico, la
coenzima Q, que se desplaza libremente a través de la membrana. El complejo
Il oxida la forma reducida de la coenzima Q y reduce a su vez el citocromo c,
un transportador electrénico proteico que también puede desplazarse por el
interior de la membrana interna. Por ultimo, el complejo IV acopla la oxidacién
del citocromo c con la reduccién del O, a H,O. El bombeo de protones por las
proteinas respiratorias crea un gradiente electroquimico, que establece un
potencial eléctrico. La porcion Fo del complejo se extiende a través de la
membrana interna y posee un canal especifico para el regreso de los protones
a la matriz mitocondrial. La energia libre que se libera cuando el H* pasa por

este canal para regresar a la matriz, se aprovecha para impulsar la sintesis de
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ATP a partir de ADP y fosfato inorganico, catalizada por el componente F4 del
complejo [25].

Lo que se suele medir normalmente en la relacion P/O, es el numero de
moléculas de ATP sintetizadas por par de electrones transportados a través del

transporte electrénico [25].

1.3.2. Estados respiratorios de las mitocondrias

La fosforilacion oxidativa solo puede producirse en presencia de
cantidades adecuadas de sustratos. Se controla por la disponibilidad del
sustrato. Estos sustratos incluyen el ADP, el Piy el O,, y metabolitos oxidables
que pueden generar transportadores electronicos reducidos como el NADH y/o
FADH,[11].

La dependencia de la fosforilacion del ADP revela una caracteristica
general importante de este proceso: la respiracion estd estrechamente
acoplada con la sintesis de ATP. No solo existe una dependencia absoluta de
la sintesis de ATP con respecto al flujo continuo de electrones de los sustratos
hasta el oxigeno, sino que el flujo electrénico en las mitocondrias normales se
produce tan solo cuando se sintetiza también ATP. Este fenédmeno regulador,

es denominado control respiratorio [11].

En la mayor parte de las células aerobias, la concentracion de ATP
supera a la de ADP entre 4 y 10 veces. Si las demandas energéticas hacen
que se consuma el ATP de manera rapida, la acumulacién resultante de ADP
estimulara la respiracion, con la consiguiente activaciéon de la resintesis de
ATP. El control respiratorio se demuestra valorando la utilizacion de oxigeno en
las mitocondrias aisladas (esquema 2). En ausencia de adicién de sustrato o
ADP, la captacion de oxigeno causada por la oxidacion de los sustratos
enddgenos es lenta (estado 4 de la respiracion). Sin embargo, si se afade
ADP, la captacion de oxigeno se produce con una velocidad muy superior

(estado 3 de la respiracion), hasta que todo el ADP anadido se ha convertido
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en ATP, con lo que la captaciéon de oxigeno regresa a la situacion basal. Esta
estimulacion de la respiracion es estequiométrica, es decir, la adicién del doble
de ADP hace que aumente al doble la cantidad de oxigeno a la velocidad

aumentada [11].

El mantenimiento del control respiratorio depende de la integridad
estructural de la mitocondria. La ruptura del organulo hace que el transporte
electrénico se desacople de la sintesis de ATP. En estas condiciones, la
captacién de oxigeno se produce con una velocidad elevada, incluso en
ausencia de adicién de ADP. La sintesis de ATP esté inhibida, a pesar de que
los electrones pasen por la cadena respiratoria y se utilicen para reducir el O, a

agua [25].

Un parametro que refleja la permeabilidad de la membrana interna
mitocondrial es el cociente respiratorio. Este valor se obtiene dividiendo la
velocidad de respiracion en el estado U entre la velocidad en el estado 4. Si la
velocidad en estado 4 aumenta de tal modo que se aproxime a la velocidad en
el estado U, el cociente respiratorio puede disminuir hasta un valor de 1 y ello
es indicativo de un aumento en la permeabilidad de los protones a través de la
membrana interna mitocondrial. En las mitocondrias recién aisladas con
cuidado, el cociente respiratorio de la captacidon de oxigeno en presencia o
ausencia de ADP afiadido, las velocidades de captacién de O, puede ser de
hasta 10. En cambio, en las mitocondrias envejecidas o rotas pueden dar
cocientes de tan solo 1, indicativos de una ausencia de acoplamiento. La
adicion de un desacoplador, estado U de la respiracion de las mitocondrias,

estimula la utilizacion del oxigeno, incluso en ausencia de adicion de ADP [25].
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Oxigero (pitomos )

Esquema 2. Captacion de oxigeno en mitocondrias cuidadosamente preparadas.
Tomado y modificado de Mathews [25]. La adicion de sustrato exdgeno oxidable (glutamato)
estimula la respiracion tan solo ligeramente, a no ser que se afiada también ADP. La segunda
adicion es el doble de cantidad que la primera, para demostrar que la captacion es
estequiométrica. La captacion lenta de oxigeno al comienzo se debe a los sustratos enddgenos
de la mitocondria. EI ADP estimula la respiracion hasta que todo el ADP se ha convertido en

ATP. La captacion de oxigeno se registra en yatomos, ya que un par de electrones reduce un

atomo de O y no una molécula de O,.
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1.3.3. Desacoplantes de la cadena respiratoria

La fosforilacion oxidativa puede disociarse de la respiracion por un grupo
de agentes quimicos especificos, entre los que se encuentran el 2,4-dinitrofenol
(DNP) y la trifluorocarbonilcianuro fenilhidrazona (FCCP). En presencia de
estos agentes la respiracion de un tejido puede continuar normalmente o aun
estimularse, pero no tiene lugar la fosforilacién oxidativa acoplada del ADP al
ATP. Por esta razon estos agentes se llaman agentes desacoplantes o
protonoforos o desacopladores [25,33]. La mayor parte son sustancias
liposolubles que contienen un anillo aromatico y un grupo acido ionizable. Estos
agentes no desacoplan la fosforilacién glucolitica ni afectan otras reacciones
celulares, solo la fosforilacion oxidativa. Los agentes desacoplantes se han
transformado en herramientas muy importantes en el estudio de las

transformaciones energéticas celulares [33].

Debido a su lipofilicidad, estos desacoplantes pueden atravesar la
membrana protonados o no, dependiendo de la carga del interior, que en la
matriz mitocondrial es negativa y positiva en el espacio intermembranal debido
al ApH generado por el gradiente de protones. La carga negativa de la matriz
atraera a la especie protonada del desacoplante dejando en el interior el protén
y retornando al exterior para adquirir un nuevo protén estableciendo un corto
circuito de protones que descarga la energia del gradiente, lo que estimula la

respiracion e inhibe la sintesis del ATP [47].

N
_/
N o

Fico N
CH

Esquema 3. Molécula del desacoplante FCCP. Tomado y modificado de Mathews [25].
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1.4. Radicales libres

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno o mas
electrones desapareados ya sea por pérdida o ganancia de ellos. La presencia
de electrones desapareados modifica la reactividad quimica de un atomo o de
una molécula y los hace extremadamente inestables y reactivos, que su

correspondiente no radical [34].

La mayoria de los radicales libres de interés para la biologia o la
medicina son los derivados del oxigeno o Especies Reactivas del Oxigeno
(ERO); entre ellos estan los singuletes delta y sigma del oxigeno ('0,), el

radical superoxido (O2*7) y el radical hidroxilo (OHe) [34].

El radical libre O, ¢~ es producto de la reduccion parcial de oxigeno y
posee un electrén desapareado en el orbital Tm2p, por lo que es mas reactivo
que el oxigeno. En la mayoria de los casos es precursor del H,O, gracias a la
actividad de la enzima superoxido dismutasa, la cual convierte el Oz¢~ en H,0;
[39]. El Oz tiene una amplia actividad y versatilidad desde el punto de vista de
su reactividad en los sistemas bioldgicos, porque actua como agente reductor
donando electrones, pero puede tener caracter como ligando, base, oxidante o
reductor [40].

El H,O, puede atravesar las membranas biolégicas y difundir a cierta
distancia de donde es generado y es removido por la enzima catalasa y la

glutation peroxidasa que lo convierten en H,O y O, [25].

Otro generador del radical O,” son las oxidasas, que se forma a partir
de una reduccion de un electrén del O,. El peréxido de hidrogeno que se forma
a partir de una reducciéon de dos electrones y el radical hidroxilo por la
reduccion de tres electrones. Ademas, algunas enzimas como la xantina
oxidasa y las aminoacido oxidasas generan H,O, como producto de su accién
[25].
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El perdoxido de hidrégeno es el precursor del radical hidroxilo,
considerado la ERO mas danfina; el radical hidroxilo (OHe) es generado en los
sistemas biologicos mediante la reaccién de Fenton o como resultado de la
radiacion ionizante y representa el mutageno mas activo de dicha radiacién. La
reaccién de Fenton consiste en la conversion de H,O, a OHe catalizada por

metales de transicion en estado reducido (por ej. Fe*).

H,0, + Fe** (o Cu*) —> Fe** (Cu®*) + OHe + OH~

El radical hidroxilo dafia a las proteinas de varias formas y dafia a las
membranas iniciando el proceso de oxidacion lipidica de los acidos grasos en
los lipidos de las membranas, también dafia a los &acidos nucleicos,
produciendo la ruptura de las cadenas de polinucledtidos y cambiando la

estructura de las bases de DNA.

El superdxido tiene una toxicidad relativamente baja, sin embargo, como
contiene electrones desapareados, se combina con facilidad con otro radical
libre, el 6xido nitrico (NO¢), un agente bioldgico de senalizacion que se produce
en muchos tejidos animales. El producto es el peroxinitrito (OONO™), que se
considera también una especie reactiva de nitrogeno [25]. El 6xido nitrico es un
segundo mensajero intracelular y participa en la regulacién de la presion
sanguinea; pero cuando se produce en exceso, puede ocasionar dafio tisular

en varias enfermedades incluso choque séptico [34].

El metabolismo celular normal produce ERO en cantidades muy
elevadas; se calcula que del oxigeno respirado, del 1-3% es usado para formar
radical superoxido y se calcula que la produccion de superdxido en el ser
humano es de unos 0.02 picomoles por célula por dia, 0.15 moles en todo el
cuerpo. Se ha calculado que entre un 1-2% de todos los electrones que entran
en la cadena respiratoria no llegan nunca a la citocromo oxidasa, sino que se
desprenden de los complejos |, lll y IV, principalmente de los centros hierro-

azufre, y llevan a cabo reducciones de un electron a superéxido [25].

QUIMICO-FARMACOBIOLOGIA M. MIRELLA ESTRADA VILLAGOMEZ 15



UNIVERSADAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

1.5. Estrés oxidativo

El termino estrés oxidativo describe un desbalance entre la produccion
de especies oxidantes y las defensas antioxidantes. El estrés oxidativo puede
ser el resultado de la perdida de antioxidantes y/o el incremento en la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) [41], en la cual existe
dafio celular, que llega a ser muy severo y puede conducir a muerte celular
[42].

En las células y en los organismos en condiciones naturales, se
mantiene en equilibrio la produccion de radicales libres y las defensas
antioxidantes, de manera que la toxicidad del oxigeno solo se produce en
estados patoldgicos o en el envejecimiento. Existen sistemas protectores en las
células que evitan el incremento excesivo de especies oxidantes indeseables
[34]. Dentro de estos sistemas protectores esta la proteccion no enzimatica que
proporcionan los compuestos antioxidantes, entre los que se encuentran el
glutation, el acido urico y las vitaminas C y E. Estos compuestos pueden
eliminar las ERO antes de que puedan producir dafos, o pueden evitar que se
disperse el dafio oxidativo. La vitamina E es una familia de compuestos de los
cuales el mas comun es el a-tocoferol, que constituyen el principal compuesto
antioxidante liposoluble que desempefia una funcidn importante en la
prevencion de dano de las membranas. El B-caroteno y otros compuestos
carotenoides relacionados con la vitamina A, son antioxidantes liposolubles. La
vitamina C es un antioxidante importante debido a su hidrosolubilidad y su facil

oxidacion a acido deshidroascorbico [25].

Entre los mecanismos enzimaticos, la primera linea de defensa es la
superoxido dismutasa (SOD), una familia de metaloenzimas que catalizan una
dismutacion. En este caso, una molécula de superoxido se oxida y otra se
reduce.

O + O + 2H" —»H,0, + O,

QUIMICO-FARMACOBIOLOGIA M. MIRELLA ESTRADA VILLAGOMEZ 16



UNIVERSADAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

El peroxido de hidrogeno se metaboliza por la catalasa. La catalasa
cataliza la siguiente reaccion:
2H,0, — 5 2H,O0+ 0O,

Dentro de los eritrocitos se encuentra la glutation peroxidasa, una
enzima que acopla la reduccién del H,O, a agua, con la oxidacion del glutation.
2GSH + H,0, — * GSSG + 2H,0

En algunos casos, la produccion de ERO no es un fenédmeno indeseable
si no forma parte del funcionamiento normal de una célula. Asi, por ejemplo,
determinados leucocitos contribuyen a la defensa frente a agentes infecciosos
mediante la fagocitosis, seguido de una explosion respiratoria estimulando la
produccion de Oz¢” y H,0; [25].

1.6. Acidos grasos

Los acidos grasos son componentes importantes de la dieta de los
animales superiores y del hombre. Constituye no sélo un aporte energético
considerable sino que ademas tienen varias funciones metabdlicas especificas
[49]. Dentro de las funciones de los acidos grasos se encuentran la de
componentes de las membranas celulares, hormonas, vitaminas liposolubles,

aislantes térmicos y reguladores biol6égicos como las prostaglandinas [25].

Las levaduras generalmente abundan en acidos grasos. Un total de 33
acidos grasos, desde el C8 al C26 se han detectado en S. cerevisiae, teniendo

una preponderancia de los acidos grasos monoinsaturados C16:1Y C18:1.

Con solo pocas excepciones, los acidos grasos son compuestos de
cadena recta de tres a dieciocho carbonos [50]. Los acidos grasos insaturados
tienen al menos un doble enlace. Todos los dobles enlaces de los acidos
oleico, linoleico y linolénico, tienen la configuracion cis, la cual tiene la
disposicion de los acidos grasos saturados [48]. Estos acidos grasos tienden a

ser liquidos a temperatura corporal, se absorben con facilidad, mientras que los
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lipidos que contienen mayoritariamente acidos grasos saturados, como los

acidos palmitico y estearico, se dirigen y absorben mas lentamente [25].

1.6.1. Acido linolénico

El acido linolénico es un acido graso poliinsaturado de 18 carbonos y 3
dobles enlaces (esquema 4). Es un acido esencial para la salud y nutricion del

ser humano. Es altamente inestable y por lo tanto oxidable [48]..

CiozH

/

Esquema 4. Molécula del acido Linolénico. Tomado y modificado de Fox [48].

El acido linolénico forma parte de la familia de acidos w-3 [58] y el mas
importante de esta familia, es un &cido graso 18:3cA9,12,15. Los datos
actuales sugieren que el acido linolénico y otros acidos grasos w-3 actuan
compitiendo de alguna manera con el acido araquidonico (20:4cA9, 12, 15, 18),
que es el precursor principal de las prostaglandinas y los tromboxanos [25], asi
Como son necesarios para la estructura de las membranas de las células dado
que son insaturados. También ayuda a mantener las membranas flexibles, a
conservar las capas de la piel e intervienen en el metabolismo del colesterol
[58].

Los acidos w-3 tienen varios efectos biolégicos que los hacen utiles en la
prevencion y tratamiento de las condiciones crénicas como la diabetes tipo-2,
enfermedades del higado, artritis reumatoide, presion alta de la sangre,

enfermedades coronarias, embolias y ciertos tipos de cancer [58].
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1.6.2. Dano membranal

Los lipidos de membrana son un blanco importante durante el estrés
oxidativo debido a los dobles enlaces presentes en sus cadenas hidrofébicas,
las cuales le confieren propiedades importantes a la membrana para su

funcionamiento [39].

Los radicales libres inician y causan la peroxidacion de los lipidos
(triglicéridos, fosfolipidos, lipoproteinas), particularmente aquellos que
componen las membranas celulares. Los radicales libres ataca a las moléculas
de los lipidos insaturados que contienen la agrupacion -CH=CH-, dando
radicales alilicos (-CH=CH-CH") y radical hidroperoxilo (HO,") que es la forma
protonada del radical anion superéxido. Los radicales alilicos reaccionan con el
O, dando radicales —-CH=CH-CH(O-O’)-, que a su vez generan nuevamente
radicales —-CH=CH-CH; juntamente con los hidroperoxidos —-CH=CH-CH(O-
OH)-, y asi sucesivamente, de manera que una molécula de radical causa la

destruccion de un gran numero de moléculas de lipido insaturado (Esquema 5).

Como productos finales de la lipoperoxidacion resulta una variedad de
productos de alta y diversa toxicidad (H2O, epdxidos, aldehidos, cetonas,

ésteres, etc.) [44].

Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son:
La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente iniciador, los contenidos de la
membrana en acidos grasos poliinsaturados y su accesibilidad, la tensién de
oxigeno, la presencia de hierro, el contenido celular de antioxidantes (beta
carotenos, alfa tocoferoles, glutation) y la activacién de enzimas que pueden
hacer terminar la cadena de reaccion como es el caso de la glutation
peroxidasa (GSH-Prx) [43].
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1.7. Agentes oxidantes

Los reactivos capaces de cambiar sus niveles de oxidacion formales
incorporando mas electrones sufren reduccién. Muchos reactivos de oxidacién
contienen un metal de transicion con dos o mas estados de oxidacion

relativamente estables, como por ejemplo el hierro [48].

1.7.1. Acido ascorbico

La vitamina C ha demostrado tener efectos antioxidantes a dosis bajas
pero inversamente en altas dosis se convierte en un pro-oxidante (esquema 6)
[52]. El acido ascérbico interacciona con iones. Estas interacciones implican
reacciones redox, un ejemplo de estas son las reacciones de la reduccion del
Fe®* al Fe?". La interaccion incontrolada entre la vitamina C y las sales de
hierro conducen a la tension oxidativa. Los estudios han destacado la induccion
de ulceras gastricas en ratas por la inyeccion del hierro ferroso y del acido

ascorbico [52].

1.7.2. 16n Ferroso

En seres humanos, el sulfato ferroso induce dano oxidativo en los
individuos sanos. La exposicion con hierro induce la peroxidacion de lipidos en
ratas [52].

Los metales de transicion tienen estados de oxidacion que varian y por
lo tanto, pueden catalizar reacciones de oxidacion y de reduccion. En la sangre
el hierro que circula esta unido firmemente a la proteina transferrina, que
reduce su potencial de reduccidon y su reactividad con el H;O,. El acido
ascorbico puede entonces reciclar el Fe*" al Fe** que facilita la generacion

adicional del *OH por los ciclos subsecuentes de Fenton [52].
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Fig. 6. Oxidacion del acido ascérbico. Tomado de Fisher [52].
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En estudios anteriores, el Fe** a una concentracién de 1 mM causa el
50% de la inhibicion en el consumo de oxigeno con los sustratos (piruvato,
succinato, 2-quetoglutarato con malonato, 3-hidroxibutirato), excepto con el
ascorbato, pero no tiene efecto en la fosforilacion oxidativa. Solo el Fe’* a
concentraciones de 0.25 a 0.5 mM inhibe la fosforilacion oxidativa. Por ello, se
concluye que el Fe?* no tiene un efecto inhibidor en la utilizacién de la energia
por la mitocondria [53]. En la mitocondria, una sobrecarga del i6n ferroso esta
asociada con el aumento en el consumo de oxigeno, debido a la induccién del
proceso de la lipoperoxidacion catalizada por el ién ferroso a una concentracion
de 0.1 uM [54]. El ubiquinol tiene un efecto protector contra la oxidacion de
lipidos y proteinas, inducidas por el ascorbato y el sistema ADP/Fe** en

particulas submitocondriales [55].
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2. HIPOTESIS

El indice de insaturacién de los lipidos membranales causa aumento en
la sensibilidad de las células hacia estrés oxidativo afectando directamente la

funcion mitocondrial.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del estrés oxidativo sobre el funcionamiento
mitocondrial y la viabilidad celular variando el indice de insaturacién de los

acidos grasos que componen sus membranas.

3.2. Objetivo especificos

= Determinar el efecto del estrés oxidativo sobre la respiracion
mitocondrial.

» Determinar el nivel de lipoperoxidacion de los esferoplastos bajo
condiciones de estrés oxidativo.

» Determinar si el indice de insaturacion de las membranas disminuye la
resistencia de Saccharomyces cerevisiae hacia los efectos perjudiciales

del Fe?* sobre la viabilidad celular.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de grado reactivo, adquiridos de Sigma
Chemical (St. Louis, MO. E.U.A.), 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.

4.2. Aislamiento de esferoplastos de Saccharomyces cerevisiae

Los esferoplastos se aislaron de acuerdo con el método reportado por
Guérin y cols. a partir de la cepa industrial Yeast Foam [56]. Se hizo un
precultivo en 100 ml de medio YLac (acido lactico 2%, extracto de levadura 1%,
KH2PO4 1%, NaOH 0.5%, (NH4)>.SO4 0.12%, pH 5.0) con una asada y se
incubd a 28-30°C a 150 rpm. A las 24 hrs se re-sembré en 500 ml del mismo
medio para tener una densidad 6ptica de 0.03 a 600 nm. A las 16 hrs el cultivo
tuvo una densidad optica de 3.5-4.0. Se calculd el peso seco obtenido de

levaduras mediante la siguiente relaciéon: peso seco = peso humedo/4.

Las levaduras se lavaron por centrifugacion utilizando un rotor Beckman
JA-10 de una centrifuga Beckman J2-MC a 5000 rpm por 3 veces,
resuspendiéndose en agua destilada. Las levaduras se resuspendieron en
medio SH (Tris 0.1 M, B-mercaptoetanol 0.5 M, pH 9.3 con NaOH) y se dejaron
incubar a 32°C a 170 rpm. A los 15 mininutos se centrifugaron a 5000 rpm por
5 minutos, y se lavaron 3 veces con medio de lavado (KCI 0.5M, tris 10 Mm, pH
7 con HCI).

A continuacion, se resuspendieron en medio de digestiéon (sorbitol 1.35
M, EGTA 1 mM, fosfato disédico 30 mM, fosfato monosddico 30 mM, acido
citrico 10 mM, pH 5.8). El volumen de medio de digestion fue de 10 ml por cada

gramo de peso seco de levaduras. Para la obtencion de los esferoplastos se
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agrego la enzima zymoliasa a razén de 10 mg por cada gr de peso seco, de tal

modo que se obtuvo una concentracién de 1 mg/ml de medio.

La formacion de esferoplastos se evalué midiendo la disminucion de la
D.O. al momento de poner la zymoliasa. Se hizo una lectura de la D.O. a 600
nm contra agua de una alicuota diluida 1:1000 (valor considerado como inicial).
A los 20, 30 y 40 min, de incubacion con la zymoliasa, se evalu6 la D.O. de
alicuotas diluidas a solo 1:100. La incubaciéon con la zymoliasa se detuvo

cuando la D.O. 1:100 fue igual a la D.O. inicial.

Con el fin de eliminar la actividad de la zymoliasa, se centrifugaron los
esferoplastos en el rotor Beckman JA-20 de una centrifuga Beckman J2-MC a
2500 rpm por 5 minutos 3 veces con el buffer para protoplastos (sorbitol 0.75
M, manitol 0.4 M, Tris-maléico 10 mM, albumina sérica de bovino 0.2%, pH
6.8). Cada resuspension se realizé con una varilla de teflén. Terminados los
lavados, se resuspendio en buffer para esferoplastos (sorbitol 1 M, NaCl 1.7
mM, MgSO4 2 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 0.5 mM, albumina sérica de bovino

0.1%, pH 6.8) en un volumen aproximado de 5 ml.

4.3. Incorporacion de acidos grasos en S. cerevisiae

La composicion de los acidos grasos de la levadura Saccharomyces
cerevisiae fue manipulada mediante la adicion de 1mM de &cido linolénico
(C18:3) disuelto en IGEPAL CA-630 a un cultivo de S. cerevisiae con una D.O.
de 0.03 a 600 nm en medio YLac, el cual se incubd durante 16 hr a 28-30 °C a
150 rpm. Posteriormente, los esferoplastos se aislaron por el procedimiento

descrito anteriormente.

4.4. Induccion de estrés oxidativo

Para establecer condiciones de estrés oxidativo, se incubé la proteina de
esferoplastos (0.3 mg/ml) en medio de Na,HPO,4, (Na,HPO4 0.5 M, MgSO, 2
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mM, KH2,PO4 10 mM, EGTA 0.5 mM, a pH 6.8) con concentraciones de 50, 100,
200 y 400 uM de Fe,SO4 durante 30 minutos a una temperatura de 4°C.
Alternativamente los esferoplastos fueron incubados con una combinacién de
Ascorbato y Fe®', agregandose el Ascorbato al doble de la concentracion
utilizada de Fe?". Después de la incubacion, el Fe?* y el Ascorbato fueron
removidos del medio centrifugando la solucion de esferoplastos a 2500 rpm por

10 minutos a 4°C y resuspendiendo la proteina en medio Na,HPO, fresco.

4.5. Medicion del consumo de oxigeno

La sintesis de ATP se cuantifica como incorporacion de fosfato al ADP y
los pares electronicos como captacion de oxigeno en patomos reducidos de
agua. Esta captacion de oxigeno se mide como la velocidad de consumo de
oxigeno de los esferoplastos preincubados con o sin oxidante, segun
corresponda y se determin6 con un electrodo de oxigeno de registro [25] tipo
Clark acoplado a un monitor biolégico de oxigeno YSI 5300 y a un graficador.
La actividad maxima de la cadena respiratoria fue obtenida mediante la adicién

de 5 uM del desacoplante FCCP (Trifluorocianilcianuro fenilhidrazona).

4.6. Ensayo de lipoperoxidacion

El método mas frecuente para evaluar lipoperoxidacion, por su
simplicidad y bajo costo, es la medicion de malondialdehido como sustancia
reactiva al acido tiobarbiturico (TBARS) [46]. Para la determinacion de niveles
de oxidacion lipidica se utilizé una modificacion del método del acido
tiobarbiturico (TBA) reportada por Buege y Aust [57]. El fundamento de la
técnica de TBARS es hacer reaccionar la muestra a analizar con &acido
tiobarbiturico en medio acido, adicionandole un cromogeno, que posteriormente
se mide mediante absorcion o fluorescencia. El malondialdehido producto de la
lipoperoxidacion por radicales libres durante la reaccion en medio acido
principalmente y su concentracién es proporcional a la absorcion [46]. En si, la

lipoperoxidacion, es la medida de la formacién de sustancias reactivas al acido
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tiobarbiturico, resultado de la inhibiciébn de las actividades del NADH y la

succinato oxidasa [55].

Después de la preincubacion con el FeSOy4, se agregé a cada tubo 2 ml
de la solucion acida compuesta por acido tricloroacético 15%, TBA 0.375% y
HCI 0.25 N. Posteriormente, se calentaron los tubos en bafio Maria hirviendo y
a los 15 minutos, los tubos fueron enfriados en hielo y después centrifugados a
5000 rpm por 15 minutos. Por ultimo, se extrajo el sobrenadante y se ley6 su
absorbencia a 532 nm en un espectrofotometro UV/vis Perkin-Elmer Lambda
18. Los resultados fuerdn expresados como nanomolas de TBARS/mg de
proteina y fueron calculados en base al € de malondialdehido de 1.56X10° M’

cm™.

4.7. Viabilidad celular

Una célula viable se define como aquella que es capaz de dividirse y dar
lugar a una descendencia; y el método usual para una determinacion de células
viables se basa en contar el numero de la muestra que es capaz de formar
colonias sobre un medio sélido adecuado. En este procedimiento, se supone
que cada célula viable puede formar una colonia. Para obtener el niumero
adecuado de células, casi siempre se diluye la muestra. Lo mas frecuente es
realizar diluciones decimales de la muestra, realizandose las diluciones

seriadas hasta llegar a la dilucion deseada [60].

4.7.1. Ensayos con Azul de Tripano

La viabilidad de las células de levadura y de los esferoplastos fue determinada
evaluando la incorporaciéon del colorante azul de tripano al interior de las
células. Los esferoplastos y las células fueron tratados como se indica en
induccién del estrés oxidativo, excepto que las incubaciones con los oxidantes
se hicieron hasta por 6 horas y se omitieron los lavados. Después de cada

preincubacion se tomoé una alicuota de 25 pl y se colocé en un portaobjetos
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adicionando 25 pl del colorante azul de tripano; la suspension se observo al
microscopio con objetivo seco fuerte y se contaron las células/esferoplastos

viables y no viables por campo hasta 100 células/esferoplastos.

4.8. Obtencién de células petite

Para obtener células de levadura carentes de mitocondrias funcionales
(células petite), se hizo un precultivo en 100 ml de medio YPD (extracto de
levadura 0.1%, peptona 0.2%, agua destilada 9%, agar bacterioldgico 0.2% vy
solucion dextrosa al 20%, pH 6.5) con una asada y se incubd a 28-30°C. A las
24 hrs. se resembré en 250 ml de medio YPD para tener una densidad de 0.03
a 600 nm, se agregd 10 ug/ml de bromuro de etidio [59] y se dejo crecer el
cultivo por 16 h. Los esferoplastos fueron aislados por el método descrito

anteriormente [56].

4.9. Procesamiento estadistico

Los resultados se expresaron como la medida + el error estandar de al
menos 5 experimentos. Los niveles de significancia (P<0.001, P<0.01 Y
P<0.05) se determinaron mediante la prueba t de Student con el programa de

computadora Sigma Plot Version 9 (SPSS Inc).
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5. RESULTADOS

51. Efecto del i6n Fe?* sobre la respiracion mitocondrial de

Saccharomyces cerevisiae

Se midié la velocidad de consumo de oxigeno (velocidad de respiracion)
dependiente de cianuro como una manera de medir la funcionalidad de la
cadena respiratoria mitocondrial de las células de la levadura sin pared celular
(esferoplastos). La velocidad de respiracion se determind después de
preincubar los esferoplastos durante 15 minutos con el ascorbato y FeSO,
para determinar como afecta el estrés oxidativo la cadena respiratoria. En
estado 4, se observd un aumento de aproximadamente el 33% con las dos

concentraciones de ascorbato/Fe?* utilizadas (Fig. 1, barras blancas).

La adicion de un agente desacoplante como el FCCP abate el AW; esto
hace que la cadena respiratoria se estimule al maximo para reestablecer el AW
debido al ApH generado por el gradiente de protones [35]. A esta condicién se
le conoce como estado desacoplado o estado U, permitiendo estudiar la
actividad de la respiracion mitocondrial al maximo. En el estado U, el
tratamiento con ascorbato/Fe** (Fig. 1, barras negras), provoc6 un aumento de

15% y 30% en la respiracion, con 4/2mM y 8/4 mM, respectivamente.

En virtud de la inhibicion nula observada en el tratamiento con
ascorbato/Fe®", se decidié determinar los efectos del Fe?* por separado, debido
a que este i6n puede favorecer el estrés oxidativo al estimular la formacion de
una especie quimica de naturaleza semejante al radical OH" [12]. La velocidad
de respiracion de los esferoplastos incubados con concentraciones crecientes
de Fe?* (50-400uM) en el estado 4 se mantuvo constante (Fig. 2, barras
blancas). Para comprobar que la resistencia aparente a los efectos del Fe?* fue
debida a la constitucibn monoinsaturada de acidos grasos de la levadura
(C16:1, C18:1 principalmente) [12], se realizd el mismo experimento en
esferoplastos a los cuales se les incorporé el acido graso triinsaturado, acido

linolénico (C18:3). Como se observa (figura 2, barras negras) bajo estas
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condiciones tampoco se observd un cambio significativo en la velocidad de

respiracion en estado 4 a todas las concentraciones probadas de Fe®".
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Figura 1. Efecto del sistema ascorbato/Fe?* sobre la velocidad de
consumo de oxigeno. Los esferoplastos se incubaron a las diferentes
concentraciones indicadas de Fe* y ascorbato, lo cual se realizd como se
indica en materiales y métodos, previo al ensayo de oximetria. Los resultados
fueron expresados como la velocidad de respiracién en nat O/min mg prot. (n =
3 1t e.e. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 comparado con la actividad del control.
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Figura 2. Efecto del Fe** sobre la velocidad de respiracion en el estado 4.
Los esferoplastos se incubaron 15 minutos a las diferentes concentraciones
indicadas de Fe?*, previo al ensayo de oximetria, el cual se realiz6 como se
indica en materiales y métodos. Los resultados fueron expresados como la
velocidad de respiracion en nat O/min. mg. prot. n =7 t e.e.
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En los esferoplastos monoinsaturados la velocidad de respiracion en el
estado U (barras blancas, figura 3), solo fue inhibida en aprox. 20% con 100uM
de Fe?" mientras que a concentraciones mayores no se aprecido un cambio
significativo. En los esferoplastos modificados con acido linolénico (barras
negras, figura 3), se observdo una disminucion significativa del 50%
(***P<0.001) en la velocidad de respiracion a 100 pM de Fe?. En los
tratamientos con 200 y 400 uM, la velocidad de respiracion disminuyd 35%
(*P<0.05). Estos resultados sugieren que la sensibilidad de la cadena
respiratoria mitocondrial hacia el estrés oxidativo depende del grado de

insaturacion de los lipidos de la levadura.
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Figura 3. Efecto del Fe** sobre la velocidad de respiracion en el estado U.
Los esferoplastos se incubaron 15 minutos a las diferentes concentraciones
indicadas de Fe2+, previo al ensayo de oximetria, el cual se realizé como se
indica en materiales y métodos. Los resultados fueron expresados como la
velocidad de respiraciéon en nat O/min mg prot. n =7 + e.e. *P<0.05, ***P<0.001
comparado con la actividad del control.
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5.2. Efecto del i6n Fe* y la composicion lipidica sobre los niveles de

lipoperoxidacion

Con el propdsito de investigar si la incorporacion de &acido linolénico
sensibiliza a la levadura hacia los efectos del estrés oxidativo sobre los lipidos
de membrana, se midieron los niveles de oxidacion lipidica en esferoplastos

monoinsaturados (sin adicién de acido linolénico) y con acido linolénico.

En los esferoplastos monoinsaturados (Figura 4, barras blancas), los
niveles de lipoperoxidacion se mantuvieron constantes a todas las
concentraciones de Fe?" utilizadas (50-400uM). En contraste, los niveles de
lipoperoxidacion de los esferoplastos con acido linolénico (Figura 4, barras
negras) aumentaron un 30% con 50uM de Fe®*. Los maximos niveles de
lipoperoxidacion se obtuvieron a partir de una concentracion 100 uM de Fe?*
observandose un aumento del 250% (***P<0.001), 230% (**P<0.01) y 200%
(*P<0.05) con las concentraciones 100uM, 200 pM y 400 pM de Fe?,

respectivamente.

Estos resultados indican que el aumento en los niveles de insaturacion
de los acidos grasos membranales sensibilizan a la célula hacia los efectos
nocivos del estrés oxidativo, lo cual sugiere que dicha sensibilizacion podria
estar involucrada en la mayor susceptibilidad de la respiracion hacia el efecto

del estrés oxidativo en esferoplastos con acido linolénico.
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Figura 4. Efecto del Fe?* en los niveles de lipoperoxidacion en
esferoplastos. Se trataron los esferoplastos normales y modificados con acido
linolénico incubandolos por 15 minutos a diferentes concentraciones de Fe?*
como se indica en materiales y métodos. n = 7 £ e.e. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 comparado con el control.
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5.3. Efecto del grado de insaturacion de los acidos grasos sobre la
viabilidad de esferoplastos de Saccharomyces cerevisiae bajo

condiciones de estrés oxidativo.

Con el objetivo de estudiar la influencia del aumento en los niveles de
oxidacion de lipidos sobre la integridad celular, se midioé la viabilidad celular
midiendo la incorporacion del colorante azul de tripano en esferoplastos
normales (composicion lipidica monoinsaturada) y esferoplastos con acido
linolénico (composicién lipidica triinsaturada) tratados con 1 mM de Fe*
durante una hora (Fig. 5). La viabilidad sin oxidante (control), fue de 99% y 95%
para los esferoplastos monoinsaturados y con &cido linolénico,
respectivamente. El tratamiento con Fe®" disminuy6 en un 30% la viabilidad en
los esferoplastos monoinsaturados, mientras que en los esferoplastos con
acido linolénico el mismo tratamiento disminuyé de manera dramatica dicho

parametro en un 85%
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Figura 5. Comparacion del dafo provocado sobre la viabilidad celular en
esferoplastos normales y con acido linolénico. Los esferoplastos se
incubarén 1 hora con Fe?* 1mM. Posteriormente, fueron tefiidos con Azul de
Tripano y las células por campo fueron observados al microscopio, como se
indica en materiales y métodos. n =3 t e.e.

QUIMICO-FARMACOBIOLOGIA M. MIRELLA ESTRADA VILLAGOMEZ 36



UNIVERSADAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

Para conocer la influencia del tiempo de incubacion con Fe®" sobre la
viabilidad celular, se probaron concentraciones de Fe?* de 100 MMy 1mM con
incubaciones hasta de 7 horas. La  viabilidad de los  esferoplastos
monoinsaturados control (sin oxidante) se mantuvo constante a través de las 7
horas de incubacién (Fig. 6, circulos negros). Cuando los esferoplastos fueron
tratados con 100 uM de Fe?*, el porcentaje de viabilidad obtenida a través del
tiempo de incubacién fue de 89%, (Fig. 6, circulos blancos), mientras que con
el tratamiento con 1 mM de Fe?" la viabilidad disminuye a solo 70% después de

las 7 horas de incubacion.(Fig. 6, triangulos negros invertidos).
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Figura 6. Efecto del Fe* sobre la viabilidad en esferoplastos
monoinsaturados. Los esferoplastos se incubaron durante 7 hrs. sin oxidante
(control) y con las concentraciones indicadas de Fe?*. Se hicieron lecturas cada
hora; cada muestra fue tefiida con 1 gota de Azul de Tripano y los
esferoplastos fueron observados al microscopio, como se indica en materiales
y métodos. n =7
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Se observaron efectos mas pronunciados en esferoplastos que tienen
incorporado el acido linolénico (Fig. 7). En el tratamiento control existe una
pérdida lenta de la viabilidad, obteniéndose un valor final a las 7 horas del 74%
(Fig. 7, circulos negros). Cuando los esferoplastos fueron tratados con 100 uM
de Fe?*, se observo un comportamiento similar, disminuyéndo la viabilidad a las
7 horas a un 60% (Fig. 7, circulos blancos). Cuando los esferoplastos fueron
incubados con 1 mM de Fe*, se observd una pérdida mas rapida de la
viabilidad que fue total a las 7 horas de incubacion. Por lo tanto, los resultados
anteriores indican que el aumento en el indice de insaturacion de los lipidos de
membrana, y por lo tanto, una mayor susceptibilidad a la lipoperoxidacién,

vuelven a la célula mas susceptible al dafio oxidativo.

—@— Control
O 100 mM Fe
.............. —v— 1mmFe?*

2+

100

80 -
A N
~_ o
\\
° 60 - v
o} AN
T N
F—)
3 N
N \
S 40 - W
~
\\
‘\
~
~
~
20 - V\\\
~
i SRS
\V\\
0 ; : . —y
0 2 4 6

Tiempo (hrs)

Figura 7. Efecto del Fe?* sobre la viabilidad de esferoplastos modificados
con acido linolénico. Los esferoplastos modificados con acido linolénico se
incubaron durante 6 horas, sin oxidante (control) y con las concentraciones
indicadas de Fe2+, haciéndose una lectura cada hora. Cada muestra fue tefiida
con 1 gota de Azul de Tripano y los esferoplastos fueron observados al
microscopio, como se indica en materiales y métodos.
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5.4. Efecto del estrés oxidativo causado por el ion Fe?* sobre la viabilidad

celular

En las células completas la pared celular podria funcionar como una
barrera protectora contra la accion de los oxidantes afadidos de manera
exogena. Para comprobar esta hipétesis, se midié el % de viabilidad de células
de la levadura normales y con acido linolénico sometidas al tratamiento con
100 uM y 1 mM de Fe? (figura 8). La viabilidad del control se mantuvo hasta el
99%, durante las 6 horas de incubacion (figura 8, circulos negros). Los efectos
con Fe?* fueron minimos ya que la viabilidad de las levaduras en el tratamiento
con 100 uM de Fe?* se mantuvo hasta un 96% (figura 8, circulos blancos) y con
el tratamiento con 1mM de Fe?* se mantuvo hasta un 95% (figura 8, triangulos

negros invertidos).
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Figura 8. Efecto del Fe?* sobre la viabilidad de la levadura con acidos
grasos monoinsaturados. Las levaduras se incubaron sin oxidante (control) y
con Fe?* a las concentraciones indicadas hasta 6 hrs, haciéndose una lectura
cada hora. Cada muestra fue tefiida con 1 gota de Azul de Tripano y las células
fueron observadas al microscopio, como se indica en materiales y métodos. n =
7.
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Asimismo, en levaduras con acido linolénico, la viabilidad de las células
sin oxidante (control) después de 6 horas se mantuvo en 99% (Figura 9,
circulos negros). No se registro una pérdida de la viabilidad significativa con el
tratamiento con 100 pM (Figura 9, circulos blancos) o 1mM de Fe?* (Figura 9,
triangulos negros invertidos), ya que la viabilidad fue del 98% y 97%,
respectivamente. Por lo tanto, estos resultados indican que la pared celular
funciona como una barrera protectora contra la accién dafiina del Fe®*, sin

importar el grado de insaturacién de las membranas lipidicas.
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Figura 9. Efecto de Fe?* sobre la viabilidad en levaduras modificadas con
acido linolénico. Las levaduras se incubaron sin el oxidante (control) y con
Fe®" a las concentraciones indicadas hasta 6 hrs. Cada muestra fue tefiida con
1 gota de azul de Tripano y las células fueron observadas al microscopio,

haciéndose una lectura cada hora, como se indica en materiales y métodos. n
=7.
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5.5. Viabilidad celular dependiente de la funcién mitocondrial

Se estudid cual es el papel de la funcion mitocondrial en la pérdida
acelerada de la viabilidad de los esferoplastos con acido linolénico en
presencia de Fe?*. Para cumplir con este objetivo, se obtuvieron esferoplastos
con mitocondrias no funcionales (esferoplastos petite), para lo cual se le agrego
a un cultivo de Saccharomyces cerevisiae 10 pg/ml de bromuro de etidio. Para
comprobar la pérdida de la funcion mitocondrial, se midié el consumo de
oxigeno mitocondrial sensible a cianuro en los estados 4 y U. En la figura 10,
se observa un trazo normal de oximetria de esferoplastos con mitocondrias
funcionales donde se puede apreciar una primera fase lenta de consumo de
oxigeno (estado 4) y posteriormente una fase acelerada de consumo de
oxigeno estimulada por la adicién del desacoplante FCCP (estado U). En
contraste, se puede observar que en los esferoplastos petite el consumo de
oxigeno es nulo incluso en presencia de FCCP. Este resultado corrobora la
pérdida de la funcién mitocondrial en los esferoplastos petite.
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Figura 10. Comparacioén de la respiracion entre esferoplastos normales y
esferoplastos petite. Se midid la velocidad de respiracion en estado 4 y
estado desacoplado (FCCP) de los esferoplastos con mitocondrias funcionales
y con mitocondrias petite como se indica en materiales y métodos. Los
resultados fueron expresados como la velocidad de respiracién en nat O/min
mg prot. n = 2 + e.e. (A) Esferoplastos con mitocondrias petite, (B)
esferoplastos normales.
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La viabilidad de los esferoplastos monoinsaturados petite en el
tratamiento control (sin oxidante) disminuyé paulatinamente a 88% (Fig. 11,
circulos negros). Cuando los esferoplastos se trataron con 100 uM de Fe?*, la
viabilidad disminuy6 casi con la misma velocidad que el control a 76% vy
mientras que con 1 mM se observa una pérdida de la viabilidad mas acelerada,
a partir de las 2 horas de incubacion llegando al 61% a las 6 horas de

incubacion.
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Figura 11. Efecto del Fe?* sobre la viabilidad de esferoplastos petite con
acidos grasos monoinsaturados. Los esferoplastos petite se incubaron sin el
oxidante (control) y con Fe?* a las concentraciones indicadas de Fe?* hasta 6
horas. Las muestras fueron tenidas con Azul de Tripano y fueron observadas al
microscopio, como se indica en materiales y métodos. n =7 t+ e.e.
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En los esferoplastos petite con acido linolénico, la viabilidad resulté mas
afectada que en esferoplastos normales, ya que en el tratamiento control la
viabilidad disminuy6é a un 13% (figura 12, circulos negros). El perfil de la
pérdida de viabilidad durante el tratamiento con 100 uM de Fe?* fue
practicamente semejante al obtenido en el control, llegandose a las 6 horas a
un valor final de viabilidad del 6%, mientras que en el tratamiento con 1 mM de
Fe** se observd una pérdida instantanea y drastica del 84% de la viabilidad
(figura 12, triangulos invertidos negros) perdiéndose el 97% de este parametro,

después de las 6 horas de incubacion.

Para poder obtener alguna conclusién acerca del papel de la funcion
mitocondrial sobre la pérdida de la viabilidad, se re-graficaron los resultados
anteriores comparando las diferencias observadas en la viabilidad entre los
esferoplastos con mitocondrias funcionales y los esferoplastos petite sin adicidon
de acido linolénico (figura 13) y adicionados con acido linolénico (figura 14). En
conjunto, se puede apreciar que cuando la composicién de acidos grasos de
las membranas es la nativa (acidos grasos monoinsaturados, figura 13), la
pérdida de la viabilidad celular a partir de las 3 horas de incubacién con las
concentraciones de Fe?* probadas es aproximadamente el doble cuando se
pierde la funcion mitocondrial (triangulos negros y blancos). Cuando la
insaturacion de los acidos grasos de membrana fue mayor con el acido
linolénico (Figura 14), la pérdida de la funcién mitocondrial (triangulos negros y
blancos) hace que la viabilidad disminuya drasticamente en la primera hora de
incubacion en alrededor de un 80% con las dos concentraciones probadas de
Fe?*, mientras que al término del tratamiento (6-7 horas), casi todas las células
han perdido su viabilidad. En contraste, cuando la funcion mitocondrial es
normal (figura 10), la pérdida de viabilidad es lenta a 100 uM de Fe?', Sin
embargo, a 1 mM de Fe? la velocidad con que se pierde la viabilidad es similar
a la observada en esferoplastos petite con una concentracion 10 veces menor

de Fe?".

En conjunto, estos resultados sugieren que el aumento en la sensibilidad

de la levadura hacia la oxidacion de lipidos disminuye la resistencia de la célula
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contra el estrés oxidativo y que la funcién mitocondrial es necesaria para llevar
a cabo dicha resistencia.
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Figura 12. Viabilidad de esferoplastos petite modificados con acido
linolénico. Los esferoplastos petite se incubaron sin el oxidante (control) y con
Fe** a las concentraciones indicadas de Fe®" hasta 6 horas. Las muestras

fueron tenidas con Azul de Tripano y fueron observadas al microscopio, como
se indica en materiales y métodos. n =7 t e.e.
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Figura 13. Comparacion de la viabilidad de esferoplastos normales y
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Figura 14. Comparacion de la viabilidad de esferoplastos

monoinsaturados y esferoplastos petite con acido linolénico bajo el

efecto de Fe?*
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6. DISCUSION

La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene como caracteristica
fundamental que sus membranas tienen una composicién lipidica que consta
principalmente de acidos grasos monoinsaturados y saturados, ver Tabla 1
[67], lo cual las hace resistentes a la lipoperoxidacion [51]. Surge de aqui el
interés por realizar modificaciones en su composicion lipidica para estudiar el
efecto del aumento en la susceptibilidad de los lipidos hacia la oxidacion sobre
el funcionamiento in situ de la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria y su relacion con la pérdida de viabilidad de la célula. Se realizé la
modificacion de la composicion lipidica con el acido linolénico, ya que es un
acido graso de 18 carbonos y 3 insaturaciones. Es altamente inestable y por lo
tanto, oxidable [58], siendo esto de especial interés ya que una de las
condiciones generadoras de estrés oxidativo es que la presencia de acidos
grasos C18:2 y C18:3, estd generalmente asociada a condiciones de estrés

especificas de la levadura [51].

CLiMOE2 e Yiahilidad celular

microamoalar Monoinsasturada 13:3
o tatad E3
40** 11 1]

Tabla 1. Efecto del Cu(NO3), en viabilidad de células de S. cerevisiae previos al
crecimiento no aumentando y aumentando la composicion PUFA en el medio de crecimiento. *
determinada después de 60 minutos, **determinada después de 5 minutos. tomado y
modificado de Howlett [67].

El grado de insaturacion de los lipidos que componen las membranas
mitocondriales entre diferentes especies ha sido correlacionado con su
susceptibilidad a la lipoperoxidacion [62], al poseer la levadura de S. cerevisiae
principalmente acidos grasos C16:1 y C18:1, puede disminuir la tendencia
hacia la lipoperoxidacion, ya que la presencia de dobles enlaces es una
caracteristica indispensable para iniciar dicho proceso. Es por ello que para

modificar la composicion lipidica se agrego el acido linolénico, esto permitio la
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lipoperoxidacion de los lipidos membranales causando dano de manera
irreversible en la actividad de la cadena de transporte de electrones por ser
susceptibles al estrés oxidativo, la mitocondria es el principal generador de

radicales libres en la célula [39].

En relacion a lo anterior, existe evidencia de que el estrés oxidativo
mitocondrial juega un papel clave en algunas condiciones patoldgicas. Ejemplo
de ello son las miopatias de origen mitocondrial [68], algunos tipos de cancer
[69], la infeccion por hepatitis B [70] y el dafio por isquemia-reperfusion [71].
Por lo tanto un menor grado de insaturacién (monoinsaturada) hace mas
resistente a la mitocondria (medida como consumo de oxigeno) y a la célula

(medido como viabilidad) hacia el dafio oxidativo.

Cuando a los esferoplastos se les midid el consumo de oxigeno
sometidos a estrés oxidativo con el sistema ascorbato/Fe?*, se observé (Fig. 1)
que la velocidad de respiracién, en el estado U, aumenta conforme aumenta la
concentracion del sistema oxidante, Esto probablemente se debe a la reaccion
que se lleva a cabo entre el ascorbato y el i6n Fe?*, la cual utiliza oxigeno para
la formacién del radical hidroxilo. [52]. En otro estudio, una concentracién de
1mM de Fe®" causa el 50% de inhibicién del consumo de oxigeno excepto en
presencia de ascorbato [53]. Por esta razén, se omitié el uso de ascorbato en

los subsecuentes experimentos.

En seres humanos el sulfato ferroso induce dafio oxidativo catalizando
reacciones redox, por ejemplo la reaccién de Fenton para producir radical
hidroxilo, el cual es un fuerte oxidante de lipidos y proteinas. [52]. La velocidad
de respiraciéon en el estado U en esferoplastos monoinsaturados, se mantuvo
constante a través de todas las concentraciones de Fe?* usadas, indicando que
la funcién mitocondrial no se afectd por el estrés oxidativo. La velocidad de
respiracion de los esferoplastos con acido linolénico disminuyd en el
tratamiento con Fe?* 100 pM hasta un 50%, indicando que bajo estas
condiciones la mitocondria se convierte en un blanco importante del estrés
oxidativo En los tratamientos con Fe?* 200 y 400 pM, la velocidad de

respiracion disminuy6é un 35%, esto probablemente sea debido a que en la
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mitocondria una sobrecarga del i6n ferroso esta asociada con el aumento en el

consumo de oxigeno por las reacciones redox que cataliza este ion [53].

En Saccharomyces cerevisiae el bromuro de etidio causa mutaciones
espontaneas en el ADN mitocondrial (mutacién petite) convirtiendo a una célula
con respiracion competente en una célula deficiente en la respiracion [61]. Para
comprobar que los resultados se debian al efecto del ién Fe?* sobre la funcion
mitocondrial, se realizaron los ensayos en esferoplastos petite (Fig. 10), en los
cuales la respiracion mitocondrial estaba ausente, indicando que la respiracion

medida por el oximetro se debe al metabolismo oxidativo de la mitocondria.

En la figura 4 (barras blancas) muestra que en los esferoplastos
monoinsaturados, la lipoperoxidacion fue minima, mientras que en los
esferoplastos que fueron modificados en su composicion lipidica con acido
linolénico (figura 4, barras negras) los niveles de lipoperoxidacién aumentaron
significativamente al ser tratados con el Fe?* de una manera dependiente de la
concentracién del idén. El grado de insaturacion de los lipidos que componen las
membranas mitocondriales entre diferentes especies se ha correlacionado con
su susceptibilidad a la lipoperoxidacion [62]. Un ejemplo es que la variacion en
el grado de insaturacion de los acidos grasos de las membranas entre
diferentes especies de organismos multicelulares es de importante influencia
en los niveles de lipoperoxidacion y se postula que esto podria tener un papel
importante que determinaria el periodo de vida de cada especie [63]. La
composicion de acidos grasos en las mitocondrias de levadura consiste
principalmente de acidos grasos monoinsaturados C16:1 (palmitoléico) y C18:1
(oleico) [66], mientras que las mitocondrias de rata contienen principalmente
acido araquidoénico C20:4 y acido docosahexandico 22:6 [62,64]. Los niveles de
lipoperoxidacién estan asociados al grado de insaturacion de los acidos grasos,
es por ello que las levaduras tienen una mayor resistencia a la lipoperoxidacion

que los mamiferos.

La levadura con acidos monoinsaturados en su composicion lipidica
membranal es mas resistente a la lipoperoxidacion que en las levaduras a las

que se les modifico su composicién de acidos grasos, por generar condiciones
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de estrés oxidativo generalmente asociado a condiciones de estrés, por lo tanto
al haber condiciones de lipoperoxidacién la célula se vuelve mas susceptible a
los dafios causados por el i6n Fe®*, afectando de manera considerable la
viabilidad, en la figura 7, se observo que el dafio oxidativo es dependiente de la
concentracién y de la composicion de acidos grasos. Esto nos muestra que la
mitocondria también posee un papel protector contra el dano por las especies
reactivas del oxigeno, en el cual se hace notar que las células sin mitocondrias
(petite) son hipersensibles al estrés oxidativo inducido por quimicos [72], figura
11, se muestra como se vio afectada la viabilidad de los esferoplastos (petite)
monoinsaturados, en donde las mitocondrias se afectaron por el dafio oxidativo
y mas aun cuando se modifico la composicion lipidica de los esferoplastos
(petite) con el acido linolénico, figura 12, en donde se afectaron aun mas por no
tener mitocondrias funcionales, esto por estar dafiadas las membranas de las
levaduras en su composicion por ser el lugar donde se encuentra el ADN

mitocondrial y la maquinaria necesaria para la replicacion, [29].
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7. CONCLUSION

Un aumento en el grado de insaturacion de los lipidos membranales de
S. cerevisiae, al incorporar el acido linolénico vuelve mas susceptible a los
esferoplastos de la lipoperoxidacién causada por el dafio oxidativo, de igual
manera se ve afectada la cadena respiratoria, comprobandose esto con la falta
de respiracion de los esferoplastos con mitocondrias petite, siendo la viabilidad

dependiente de la funcién mitocondrial.
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