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1. RESUMEN

Debaryomyces hansenii es una levadura halofila que suele residir en habitats con
alta salinidad, como el agua marina. Diversos estudios han demostrado que grandes
cantidades de Na" y K™ permean hacia el interior para balancear la presién osmotica. En
el citoplasma de esta levadura, las proteinas y los organelos estdn expuestos
constantemente a estos cationes, por lo que se propone la existencia de adaptaciones
para contrarrestar los efectos toxicos de las sales. En este estudio se caracterizo la
cadena respiratoria ramificada y la transicion de la permeabilidad en mitocondrias
aisladas intactas de D. hansenii. La cadena respiratoria de esta levadura contiene los
complejos I, II, Il y IV y una oxidasa alterna. En el presente trabajo se encontr6é otro
componente alterno adicional: una NADH deshidrogenasa externa tipo Il sensible a
flavona. Por otro lado, las mitocondrias de D. hansenii muestran una transicion de la
permeabilidad sensible a los cationes monovalentes Na* y K*. Esto fue evidenciado por
el aumento en el control respiratorio, en el potencial transmembranal (A¥) y en la
sintesis de ATP de la muestra mitocondrial, al exponerla a una mayor concentracion de
estos cationes. Ademas, al igual que en Saccharomyces cerevisiae, este tipo de
transicion de la permeabilidad es sensible al fosfato y a los cationes divalentes Ca*" y
Mg?*. Los resultados permiten sugerir la existencia de un poro inespecifico mitocondrial
(MUC) que a diferencia con lo reportado en la literatura, es cerrado excepcionalmente
por cationes monovalentes. En este trabajo se propone que los cambios en la
concentracion citosdlica de Na® y K podrian participar en la modulacién del
metabolismo aerdbico, tal y como se observd bajo las condiciones experimentales

utilizadas y optimizarlo cuando esta levadura se encuentra en ambientes hipersalinos.



2. INTRODUCCION

2.1. Lamitocondria. Generalidades

Las células eucariontes se caracterizan por poseer organelos especializados y
un nudcleo bien delimitado en su interior. Los organelos llevan a cabo funciones
particulares y son pieza fundamental de todos y cada uno de los procesos realizados
por la célula como el almacenamiento y expresion de informacion genética, la sintesis
de proteinas, el metabolismo energético, la detoxificacion, el transporte de moléculas,
etc. (Alberts y cols., 2002)

Las mitocondrias son organelos formado por dos membranas, una externa y otra
interna; esta ultima forma una serie de invaginaciones denominadas crestas. Entre
ambas membranas se encuentra el espacio intermembranal. El interior de la
mitocondria constituye la matriz mitocondrial, espacio donde se llevan a cabo diversos
procesos como el ciclo de Krebs, la $-oxidacion de acidos grasos, el ciclo de la urea, el
metabolismo de ciertos aminoacidos, entre otros (Nelson y Cox, 2000).

La membrana mitocondrial externa (MME), ademas de mantener la integridad del
organelo, se ha reconocido como una estructura primordial en la comunicacion
intergendmica, la regulacion metabdlica y el transporte del organelo a través del
citoplasma (unida a elementos del citoesqueleto) (Hirano y Vu, 2000; Boldogh y Pon,
2006). Por otro lado, la membrana mitocondrial interna (MMI) es una estructura con una
arquitectura altamente versatil, y modifica su organizacion en funcion del estado
metabalico celular (Frey y cols., 2000; Mannella y cols. 2002). La MMI puede remodelar

su conformacion para incrementar o disminuir el nimero, tamafio y forma de las crestas



(Manella, 2006). Este fendmeno permite modificar la proporcion de proteinas que se
encuentran sobre la MMI, acomodandolas en sitios especificos. Se cree que esto
favorece la interaccién y asociacion de las proteinas involucradas en la fosforilacion
oxidativa, ademas de promover la formacion de gradientes localizados (Gilkerson y
cols., 2003; Manella, 2006).

Las mitocondrias poseen material genético propio (ADN) y cuentan con toda la
maguinaria necesaria para su expresion, es decir, para replicar, transcribir y traducir la
informacion genética que contienen. Las proteinas contenidas en este organelo estan
codificadas por dos genomas: el nuclear (ADNnN) y el mitocondrial (ADNmt). El genoma
mitocondrial codifica diversos ARN de transferencia (ARNt) y ribosomales (ARNr) y
algunas subunidades proteicas. Sin embargo, cerca del 98% de las proteinas
mitocondriales son codificadas fuera de ella y una vez sintetizadas, son dirigidas y
transportadas a este organelo (Pfanner y Meijer, 1997; Chacinska y cols., 2009); tal es
el caso de transportadores de solutos, proteinas de importacion, subunidades de la
cadena respiratoria, enzimas de la replicacion, etc. Por lo tanto, es necesaria la
expresion coordinada de los dos sistemas gendmicos para que el organelo realice sus
funciones de manera Optima y en respuesta a las necesidades de la célula.

Durante el siglo XX, diversos grupos de investigacion se dedicaron al estudio
minucioso de las mitocondrias con el objeto de caracterizar a mayor detalle la
morfologia y elucidar su funcion. En los primeros estudios (1900-1925) se encontraron
por microscopia de luz, las dos membranas que delimitan el organelo; se encontraron
diversos citocromos a los que se les asoci6 con la funcion de la respiracion celular y se
observdé que la mitocondria no es un organelo estatico sino que esta en continuo

movimiento (Tuena de Gomez Puyou y Vazquez, 2002). En la segunda mitad del siglo



XX, al realizarse con éxito diversos experimentos con la mitocondria aislada, se pudo
demostrar que el mecanismo principal de obtencion de energia a partir de la oxidacion
de diversas moléculas reside en este organelo (Nelson y Cox, 2000).

Posteriormente a través del uso de herramientas como la microscopia
electronica, la biologia molecular y la cristalografia, fueron descubiertos un gran nimero
de componentes proteicos mitocondriales, se resolvieron las estructuras de la mayor
parte de los complejos involucrados en la fosforilacion oxidativa y se caracterizaron
diversas vias metabdlicas realizadas en este organelo (Tuena de Gémez Puyou y
Vazquez, 2002).

En la actualidad, el estudio de las mitocondrias se ha enfocado asimismo en la
comprension de su participacion en diversos padecimientos clinicos y en su biogénesis;
caracterizar las diferencias que presentan entre organismos evolutivamente
relacionados y no relacionados, y evidenciar el papel que tiene en la regulacion de
diversos procesos celulares como la apoptosis, la formacién de tumores y la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen

species).

2.2. Origen de las mitocondrias. Teoria endosimbiética.

Durante el estudio de las mitocondrias surgieron dos importantes incognitas; por
un lado como se originaron y por otro porqué solo los eucariontes las contienen. Ante
estos enigmas, se formularon diversas teorias sobre su origen, siendo la mas aceptada
la propuesta por Margulis (Sagan, 1967). Esta teoria, denominada “endosimbidtica”,
argumenta que organismos similares a los procariontes fueron engullidos por células

proto-eucariontes y sobrevivieron en su interior; establecieron una dependencia



metabdlica mutua y finalmente formaron una unidad, convirtiéendose a lo largo de su
“coevolucion” en un organelo (Sagan, 1967).

Segun esta teoria, las mitocondrias se formaron en un primer evento
endosimbidtico (Figura 1); este hecho origind a las células eucariontes animales.
Ademas, ocurrio un segundo evento endosimbiotico, en donde incorporaron un
organismo capaz de aprovechar la energia luminosa en su metabolismo. Este hecho dio
lugar a las células eucariontes vegetales. El segundo evento es, hipotéticamente, el
origen del cloroplasto (Figura 1). La razén principal por la que esta teoria es altamente
aceptada, es el gran parecido que presentan las mitocondrias y los cloroplastos con los
organismos procariontes. Ambos organelos contienen ADN, poseen ribosomas
similares a los bacterianos, su formacién se lleva a cabo por un mecanismo similar a la
biparticién y las enzimas involucradas en la fosforilacién oxidativa y en la fotosintesis
comparten un enorme parecido con los complejos caracterizados en diversos

procariontes (Alberts y cols., 2002).

Célula
protoaucanota 12 Endosimbiosis

@

Fig. 1. Teoria endosimbiética. Las mitocondrias

y los clorop.last(,)s., de las células eucariontes se I:‘_iannbarterila. Célula animal
originaron hipotéticamente mediante dos eventos 4
independientes de endosimbiosis. Las

mitocondrias se formaron a partir de células
similares a los procariontes aerdbicos y los
cloroplastos a partir de organismos relacionados
con las cianobacterias actuales. Imagen tomada
de Megias y cols., 2008. Célula vegetal

loroplasto




2.3. Lafosforilacion oxidativay la cadena de transporte de electrones

La principal caracteristica de las mitocondrias es su especializacion en la
transduccion de energia y la produccion de adenosin trifosfato (ATP), el compuesto
energético mas importante en las células. La sintesis del ATP en este organelo se lleva
a cabo a través de la fosforilacién oxidativa (Nelson y Cox, 2000).

Las fuentes de energia, como la glucosa, son inicialmente metabolizadas en
el citoplasma y los productos obtenidos son llevados al interior de la mitocondria donde
se continla el catabolismo usando rutas metabdlicas que incluyen el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, la p-oxidacion de acidos grasos y la oxidacion de los aminoacidos. El
resultado final de estas rutas es la produccion de dos donadores de
electrones: NADH y FADH,. Los electrones de estos dos donadores son transferidos a
través de una serie de complejos de proteinas integrales de membrana, llamados en
conjunto “cadena respiratoria”, hasta el O,, el cual se reduce para formar agua. Este
proceso ocurre en la MMI, mientras que en los procariontes aerobios ocurre en la
membrana plasmatica (Nicholls y Ferguson, 2002).

La cadena respiratoria tiene como finalidad la generacion de un gradiente
electroquimico de protones (H") (Mitchell, 1961). Esto ocurre gracias al transporte de
electrones a través de una serie de reacciones de oxido-reduccion. El paso de
electrones promueve un bombeo vectorial de H® desde la matriz al espacio
intermembranal. Este fendmeno provoca que el espacio intermembranal quede positivo
(lado P) con respecto a la matriz, que queda negativa (lado N).

Peter Mitchell definié un término conocido como fuerza proton-motriz (Ap) al

manipular algebraicamente la ecuacion de Nernst (Mitchell, 1966). Este término se
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puede interpretar como la energia que puede transformarse en trabajo util (Nicholls y
Ferguson, 2002). La fuerza proton-motriz, incluye los componentes quimico (ApH) y
eléctrico (AP) de los H* separados por la MMI. Una vez generado el gradiente, éste es
utilizado por la enzima F1Fy ATP sintasa (conocida también como complejo V), la cual
es capaz de acoplar el paso de H' desde el espacio intermembranal a la matriz
mitocondrial con la sintesis de ATP a partir de adenosin difosfato (ADP) y fosfato (Pi)
(Hatefi, 1962).

La cadena de transporte de electrones mitocondrial esta conformada por 4
complejos enzimaticos principales, conocidos como I, II, lll y IV (Figura 2). Sin embargo,
diversos organismos poseen ademas otras enzimas (deshidrogenasas y oxidasas)
involucradas en el transporte de electrones. La presencia de éstas da lugar a nuevos
puntos de entrada y a la ramificacion del flujo de electrones. Gracias a esto, los
electrones transportados pueden seguir dos vias hasta el O,: la citocromica, si son
transportados por los complejos Il y IV; y la alterna, cuando se transfieren hacia una
oxidasa alterna (AOX, por sus siglas en inglés alternative oxidase) (Figura 2). Este tipo
de proteinas se ha encontrado y caracterizado principalmente en bacterias, hongos y
plantas (Joseph-Horne y cols., 2001). En las mitocondrias de los mamiferos no se han
encontrado esta clase de enzimas, aunque si contienen distintas proteinas de otras vias

metabdlicas que participan en el transporte de electrones (Nelson y Cox, 2000).



Espacio intermembranal

H*

}h res

DH  NAD* FADH, FAD*
Matriz

Fig. 2. Representacion esquemaética de la cadena respiratoria. La via citocrémica ocurre a través
de los complejos Il y IV. La transferencia de electrones en los complejos I, lll y IV se utiliza para el
bombeo de protones a través de la MMI desde la matriz al espacio intermembranal. El gradiente de H”
resultante impulsa la sintesis de ATP por el complejo V. En algunos organismos, el flujo de electrones se
puede desviar hacia una oxidasa alterna (AOX) a nivel de la poza de quinonas (Q). NADH
deshidrogenasa (l); succinato deshidrogenasa (ll); citocromo bc; (lll); citocromo ¢ oxidasa (IV); FiFq ATP
sintasa (V); citocromo ¢ (c); NADH deshidrogenasa alternas: externa (NDE) e interna (NDI). Imagen
modificada de Sainsard-Chanet.

2.3.1. Complejos respiratorios en mitocondrias de mamiferos

El complejo | o NADH:ubiquinona Oxido-reductasa es la enzima respiratoria mas
grande (aprox. de 1 MDa en mamiferos y 500 kDa en procariontes) y contiene el mayor
namero de subunidades de todos los complejos respiratorios. Las imagenes de
microscopia electrénica, revelan que este complejo posee dos dominios principales: uno
hidrofébico, embebido en la MMI y otro soluble, orientado hacia la matriz.
Estructuralmente, el complejo | de mamiferos esta compuesto por 46 subunidades (14
conservadas y alrededor de 32 adicionales dependiendo la especie) (Nelson y Cox,
2000). Siete subunidades son codificadas por el ADNmt y cinco de ellas contienen a los

grupos prostéticos FMN vy hierro-azufre (centros Fe-S) (Brandt y cols., 2003; Hinchliffe y
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Sazanov, 2005). ElI complejo | puede ser inhibido por rotenona, amital y piericidina
(Nelson y Cox, 2000). Esta enzima pertenece a la familia de las NADH deshidrogenasas
tipo | (Kerscher y cols., 2008).

El complejo | capta los electrones acarreados por el NADH vy los transfiere a un
intermediario liposoluble llamado ubiquinona (Q) reduciéndolo a ubiquinol (QH,). Tanto
la Q como el QH, son intermediarios que se encuentran localizados en la MMI y pueden
difundir a través de ella. EI complejo | toma al NADH y lo oxida a NAD" reduciendo a su
vez al grupo prostético FMN a FMNH; en un unico paso que implica la transferencia de
dos electrones. Posteriormente estos electrones contindan su paso a través de siete
centros Fe-S que so6lo pueden aceptar un electrén a la vez. El dltimo centro Fe-S,
transfiere el primer electrén proveniente del NADH a la Q generando una de sus formas
reducidas: la semiquinona (Q*). Esta semiquinona vuelve a reducirse por el centro Fe-S
con el segundo electron generando QH,. El paso de electrones en esta enzima se
encuentra acoplado a una serie de cambios conformacionales en las subunidades del
dominio hidrofébico, que durante la transferencia, permiten la translocacion de cuatro
protones desde la matriz hasta el espacio intermembranal (Walker y cols., 1992).

El Complejo Il o succinato:ubiquinona oxidoreductasa es una enzima que forma
parte del ciclo de Krebs y no bombea protones (Hederstedt y Ohnishi, 1992). Este
complejo utiliza los electrones del succinato y los transfiere a través de un grupo
prostético FAD, tres centros Fe-Sy un grupo hemo b hasta la Q para formar QH.
(Lemire y Oyedotun, 2002). ElI complejo Il estd formado al menos por cuatro
subunidades codificadas por genes nucleares (Nelson y Cox, 2000). Esta enzima puede

inhibirse de manera competitiva por malonato (Hagerhall, 1997).
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El complejo 1l (citocromo bc;) o ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa obtiene
dos electrones del QH; y los transfiere a un transportador movil de electrones
hidrosoluble que se encuentra en el espacio intermembranal, llamado citocromo ¢ (cyt
c). Esta enzima transloca cuatro protones a través de la membrana por cada dos
electrones transportados desde el ubiquinol (Hatefi y cols., 1962). El complejo bc; de
bovino estad formado por once subunidades (una codificada por el ADNmt) y cuatro
grupos prostéticos: dos hemos tipo b (b_ y by), un hemo tipo ¢ y un centro hierro-azufre
(2Fe-2S). Este ultimo ubicado en una subunidad conocida como “proteina de Rieske”.
El transporte de electrones en esta enzima, se lleva a cabo a través de un mecanismo
conocido como ciclo Q, en el cual se transfiere un electrén al cyt ¢ y otro se mantiene en
una Q° hasta que otro ubiquinol entra y completa el ciclo (Braun y Schmitz, 1995;
Darrouzet y cols., 2001). EI complejo Il presenta una forma dimérica obligatoria, ya que
la forma monomérica no es funcional, como lo observado en los complejos | y II. Esto se
debe principalmente a que las proteinas de Rieske solo ejercen su funcion en
monomeros contrarios (Covian y Trumpower, 2005). Esta enzima se puede inhibir por
antimicina A, mixotiazol y estigmatelina (Nelson y Cox, 2000).

El complejo 1V o citocromo ¢ oxidasa capta los electrones provenientes del cytcy
los transfiere al oxigeno molecular (*20,). Al igual que el complejo Ill, esta enzima
también es dimérica. En mamiferos, cada mondémero estd compuesto por 13
subunidades, de las cuales 3 son codificadas por el ADNmt. Este complejo, contiene
dos grupos hemo (a y as) y dos centros cobre (Cua y Cug) a través de los cuales son
transferidos los electrones (Tsukihara y cols., 1995). El centro Cua se ubica en la
subunidad Il y contiene dos iones cobre que forman un complejo con los grupos tiol de

dos residuos de cisteina, formando un centro binuclear. La subunidad | contiene los dos
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grupos hemo y el Cug. En esta Ultima, el citocromo az y el Cug forman otro centro
binuclear, el cual acepta los electrones que provienen del hemo a y permite que se lleve
a cabo la reduccion del %20, a H,O (lwata y cols., 1995). La energia de las reacciones
redox es aprovechada también en este complejo para impulsar la translocacion de
protones. Por cada cuatro electrones que atraviesan el complejo IV, se permite el
bombeo de dos protones netos al espacio intermembranal, ya que otros dos protones
son utilizados para formar el H,O. Esta reduccion del oxigeno molecular, implica centros
redox que transportan un unico electron a la vez y se lleva a cabo sin la liberacion de
los intermediarios parcialmente reducidos, tales como el perdéxido de hidrégeno o el
radical hidroxilo. La actividad de este complejo puede ser inhibida por cianuro (CN),
azida, monéxido de carbono (CO) y diéxido de nitrégeno (NO3) a nivel del cyt az (Nelson

y Cox, 2000).

2.3.2. F1Fo ATP Sintasa

Debido al uso de la nomenclatura de los complejos respiratorios es frecuente
encontrar a la F1Fy ATP sintasa referida como complejo V. Esta enzima se caracteriza
por tener dos dominios: el F1, soluble en el lado matricial y el Fo, embebido en la MMI.
El dominio Fq es el responsable de captar los protones del espacio intermembranal. Los
H* promueven la rotacion de un anillo de subunidades (denominadas c) y
posteriormente son liberados en el lado matricial. Este movimiento promueve una serie
de cambios conformacionales en las subunidades del dominio F;, permitiendo una
transicion entre tres estados cataliticos responsables de la sintesis de ATP (Lutter y
cols., 1993; Boyer, 2002). La relacion entre los protones utilizados por la ATP sintasa

para sintetizar el ATP es de 3-4 H'/ATP (Stock y cols., 2000). En condiciones
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energéticas ideales, la transferencia del par de electrones proveniente del NADH hasta
el O, permite que la cadena respiratoria bombee 10 H* al espacio intermembranal, los
cuales al ser utilizados por el complejo V, permiten la sintesis de 2.5 moléculas de ATP.
En el otro caso, cuando el par de electrones ingresa a la cadena respiratoria a través de
la succinato deshidrogenasa, solo se pueden sintetizar 1.5 moléculas de ATP
empleando los protones bombeados por los complejos Il y IV. La FiFq ATP sintasa
puede inhibirse por moléculas como la oligomicina, venturicidina y aurovertina que

frenan el mecanismo rotatorio o directamente a la subunidad F; (Nelson y Cox, 2000).

2.3.3. Componentes respiratorios alternos

Los estudios que se tienen hasta ahora sobre la cadena respiratoria, han sido
descritos mayoritariamente en mitocondrias de mamifero. En estas mitocondrias, el flujo
de electrones a partir de la poza de quinonas, se realiza de manera lineal hasta el O, a
través de la via citocromica. Estudios realizados en mitocondrias de plantas, hongos y
otros microorganismos, han demostrado que este flujo no se realiza Gnicamente de ese
modo Y los electrones pueden ser dirigidos a través de diferentes vias desde el NADH
(citosolico o mitocondrial) hasta el oxigeno (Joseph-Horne y cols., 2001). En este tipo
de mitocondrias, ademas de los complejos I, Il, 1l y IV, existen enzimas ‘alternas’ que
catalizan las mismas reacciones que los complejos | y IV. Principalmente se han
encontrado NADH deshidrogenasas alternas, una familia de enzimas periféricas
ubicadas en la MMI y orientadas hacia el lado matricial (internas o NDI) o hacia el lado
citosolico (externas o NDE). Las NDE utilizan como sustrato el NADH citosoélico de
manera directa; las NDI pueden utilizar el NADH producido por el ciclo de Krebs al igual

que el complejo I. Este tipo de proteinas son monomeéricas, codificadas por genes
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nucleares, tienen FAD unido como grupo prostético, no bombean protones y su catalisis
aparentemente no es afectada por inhibidores del complejo I; son inhibidas
especificamente por flavonas (Juarez y cols., 2004). Estructuralmente, se reconocen
cuatro dominios conservados en este tipo de deshidrogenadas: dos dominios de union
a dinucledtidos (que forman el sitio donde se transfieren los electrones del NADH al
FAD) y dos motivos hidrofobicos (Kerscher y cols., 2008). Estas enzimas alternas
pertenecen a la familia de las NADH deshidrogenasas tipo Il (NDH2) (Kerscher y cols.,
2008).

En las mitocondrias de la planta Arabidopsis thaliana se han encontrado siete
NADH deshidrogenadas alternas, tanto NDI como NDE, cuya expresion varia
dependiendo de las condiciones del medio (luz, temperatura, humedad, etc.) (Gonzalez-
Meler y cols., 1999). Las mitocondrias de la levadura Saccharomyces cerevisiae no
poseen complejo I, pero contienen tres NADH deshidrogenasas alternas (dos NDE y
una NDI), que le confieren la posibilidad de utilizar los electrones del NADH. Otros
hongos como Neurospora crassa, Yarrowia lipolytica y Ustilago maydis poseen tanto el
complejo | como NDH2 (Veiga y cols., 2003; Juarez y cols., 2004). También se han
caracterizado deshidrogenasas alternas que pueden utilizar indistintamente el NADH o
el NADPH como sustrato (Joseph-Horne y cols., 2001).

Es posible encontrar otras enzimas que pueden donar electrones a la ubiquinona
a partir de deshidrogenasas mitocondriales diferentes a los complejos I, Il y las NDH2.
Este tipo de proteinas se encuentran también en mitocondrias de mamifero. Durante la
B-oxidacion de los acidos grasos, los electrones extraidos de los acil-CoAs por diversas

acil-CoA deshidrogenasas (a través de FAD), pueden llegar a la poza de quinonas a
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través de una proteina transferidora de electrones (ETF) y una ETF:ubiquinona
oxidoreductasa. En otro caso, el glicerol 3-fosfato (G3P), formado a partir de la hidrdlisis
de triglicéridos, asi como en la reduccion de la dihidroxiacetona fosfato en la glucdlisis,
es oxidado por la flavoproteina conocida como G3P deshidrogenasa. Esta enzima
también dona electrones a la poza de quinonas.

Otros componentes de la cadena respiratoria mitocondrial son las oxidasas
alternas (AOXs), cuya funcion es equivalente a la del complejo 1V, sin embargo, éstas
no bombean protones y no estan acopladas a la sintesis de ATP (Moore y Siedow,
1991). Las AOXs se encuentran codificadas en el genoma nuclear y se localizan en el
lado matricial de la MMI. La caracteristica particular de las AOXs es su insensibilidad a
inhibidores de los complejos Il y IV; particularmente al cianuro (CN’) y a la antimicina A
(Lambers, 1980; Albury y cols., 2002). Por esta razén, las AOXs confieren a diversos
organismos respiracion resistente a cianuro. Las AOX son sensibles a acidos
hidroxamicos y a n-alquil-galatos. Se ha propuesto que la AOX es una proteina integral
de membrana dimérica (Siedow y Umbach, 2000). En su estructura se muestran
diversos motivos conservados: dos a-hélices transmembranales, una hélice anfipatica
orientada hacia el espacio intermembranal y dos regiones hidrofilicas en el extremo C-
terminal solubles en la matriz. La AOX contiene dos sitios cataliticos: el sitio de unién al
ubiquinol y el sitio de reduccion del oxigeno (Albury y cols., 2002).

Las AOXs se encuentran en la mayoria de los hongos; con algunas excepciones
como S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Kluyveromyces lactis y diversas
plantas. Estas enzimas pueden expresarse de manera constitutiva o inducible. Tal es el

caso de Candida albicans en donde se han identificado dos AOXs: AOXlay AOX1b. La
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primera se expresa constitutivamente en niveles bajos, mientras que la otra se expresa
ante la presencia de inhibidores (principalmente del complejo IV), ROS o cuando existe
alta carga energética y el flujo a través de la via citocromica disminuye (por el nivel de

reduccion de la poza de quinonas) (Siedow y Umbach, 2000).

2.4. Latransiciéon de la permeabilidad mitocondrial

En mitocondrias aisladas de diversos organismos, ocurre una transicion de la
permeabilidad (TPM) cuando un canal inespecifico de alta conductancia denominado
poro de transicion de la permeabilidad (PTP) se abre y permite el libre paso de solutos a
través de la MMI, cuyo tamafio permite el paso de moléculas de hasta 1.5 kDa (Jung y
cols., 1997). Una caracteristica particular de estos poros es su fluctuacion entre un
estado abierto y otro cerrado. La apertura del poro permite que los iones fluyan
libremente entre el espacio intermembranal y la matriz, abatiendo los gradientes
quimicos (Ap) y eléctricos (AY), acelerando el consumo de oxigeno y provocando el
hinchamiento de las mitocondrias (Bernardi y cols., 1994; Zoratti y Szabo, 1995; Manon
y cols., 1998). Este PTP fue descrito inicialmente en las mitocondrias de los mamiferos
(referido como mPTP por sus siglas en inglés mitochondrial permeability transition pore)
(Beutner y cols., 1998); mas tarde se encontré en mitocondrias de levadura, en donde
se le conoce, particularmente, como canal inespecifico mitocondrial de levadura (YMUC
por sus siglas en inglés yeast mitochondrial unspecific channel) (Manon y cols., 1998).

Hasta el momento no se ha esclarecido completamente el papel fisiol6gico de la
transicion de la permeabilidad mitocondrial modulada por el PTP, aunque se ha

observado que se encuentra involucrada en gran medida en el acoplamiento de la
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fosforilacién oxidativa, la disipacién de energia en forma de calor, la detoxificacién de
las ROS, la regulacion del volumen mitocondrial y en la apoptosis (Bernardi y Petronilli,
1996; Crompton y cols., 1999; DeJean y cols., 2000; Rostovtseva y cols., 2004).
Diversos estudios sobre la sensibilidad del mPTP a iones inorganicos como el Ca®*, han
hecho que se postule su participacion en la homeostasis de este cation. Dicha
regulacion estaria implicada en la transduccion de diversas sefales, la importacion de
proteinas mitocondriales o la termogénesis producida por la disipacion del gradiente de

H* (Crompton y cols., 1987).

2.4.1. EImPTPy el YMUC

Hipotéticamente, el mPTP se forma por la interaccion de diversas proteinas en
sitios especificos entre la MMI y la MME (Figura 3). Los componentes que se han
descrito como parte de esta estructura en mitocondrias de mamifero, suelen tener otras
funciones celulares; tal es el caso del canal anidénico dependiente de voltaje (VDAC), el
acarreador de adenin nucleétidos (ANT), la ciclofilina D (Cyp-D) y el acarreador de
fosfatos (PiC) (Manon y cols., 1998). Estos componentes fueron propuestos debido a
que la transicion de la permeabilidad es especificamente promovida o inhibida por
diversas moléculas gue interactian sobre dichas proteinas (Figura 3) (Halestrap, 1991;
Baines y cols., 2005).

El VDAC es un canal localizado en la MME que permite el paso de iones, sustratos
y moléculas pequefias del citosol al espacio intermembranal. Se propuso su
participacion en la formacion del mPTP, debido la sensibilidad de la transicion de
permeabilidad al voltaje en estudios in vitro. Empleando cromatografias de afinidad

(usando Cyp-D anclada), se logro retener al VDAC junto con el ANT (Crompton y cols.,
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1998). El ANT se ubica en la MMI y tiene como funcién primordial internalizar ADP a la
matriz y sacar el ATP producto de la fosforilacion oxidativa. Se ha propuesto al ANT
como fuerte candidato para conformar el mPTP, ya que la transicion de la
permeabilidad se inhibe con carboxiatractilésido; un inhibidor especifico del translocador
(Halestrap, 1991). La Cyp-D, es una proteina matricial, encargada del plegamiento de
las proteinas que son transportadas a este compartimento y que son sintetizadas
previamente en el citosol. Su participacion en el mPTP se sugiri6 debido a la
sensibilidad de la transicion de permeabilidad al farmaco ciclosporina A (CsA). La CsA
se une especificamente a la Cyp-D y puede inhibir procesos apoptoticos como la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADNn (Kroemer y cols., 1995). La
sensibilidad de éste fendmeno a la variacion de la concentracion de fosfato inorganico
(Pi), sugirié que el PiC es uno de los componentes primordiales del mPTP. Este hecho
fue mas tarde demostrado en mitocondrias de mamifero (Leung y cols., 2008).
Dependiendo del tipo de mitocondria y el organismo o tejido de donde se obtengan,
pueden asociarse otras proteinas al mPTP, tales como la hexocinasa o la creatin cinasa
(Manon y cols., 1998) (Figura 3).

En las mitocondrias de S. cerevisiae, también existe un canal inespecifico de alta
conductancia: el YMUC, equivalente al mPTP (Jung y cols., 1997). Este hallazgo fue
producto de diversos estudios fallidos que pretendian caracterizar un PTP expresado de
manera heterdloga en las mitocondrias de esta levadura. La regulacion del YMUC es
diferente a la descrita para el mPTP y no se tiene un modelo concertado de su
estructura. Algunos estudios sugieren que la composicion del YMUC es muy similar a la
del mPTP con la diferencia de que en levaduras no se encuentra la Cyp-D (Manon y

cols., 1998). Recientemente se ha demostrado la participacion del VDAC (Gutiérrez-
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Aguilar y cols., 2007) y del acarreador de fosfatos (PiC) (Gutiérrez-Aguilar y cols., 2009)
en la TPM de esta levadura, sugiriendo que tanto el mPTP como el YMUC tienen una

estructura altamente conservada.

Glucosa Glucosa-6-P
+ ATP + ADP
HK I
™ )
| - |
MME Creatina r | VDAC VDAC
+ATP
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Creatina-P J Pi IDeca\rar!adatu
+ ADP . i Mersalil
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i
k
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CicloSporing fi s

Cyp-D Ca®*/ Oxidacion ?

Fig. 3. Estructura del PTP de mamiferos. El mPTP esta formado principalmente por el canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC), el acarreador de adenin nucleotidos (ANT), el acarreador de fosfatos
(PiC) y la ciclofilina-D (Cyp-D). En algunos casos, se ha observado la asociacion de la hexocinasa Il (HK
II) y la creatin cinasa mitocondrial (CKmt) a la estructura principal. Membrana mitocondrial interna (MMI)
y externa (MME). En la imagen se muestran algunos de las moléculas y iones que promueven la apertura
o cierre del mPTP. Imagen modificada de Zamzami y Kroemer, 2001.

2.4.2. Regulacion de la transicion de la permeabilidad

La regulacion de los poros de transicion varia de acuerdo con las caracteristicas
tanto del YMUC como del mPTP (Tabla A). Al comparar ambos poros se observa que
son principalmente aniénicos y permiten el paso de moléculas de tamafio similar (Jung

y cols., 1997; Manon y cols., 1998). Ambas estructuras atraviesan las MMl y MME, por
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lo que deben encontrarse en los sitios de contacto intermembranales. La apertura del
mPTP es inducida cuando aumenta la concentracion de fosfato inorganico y es inhibida
por ATP, mientras que el YMUC se cierra en presencia de Piy se abre con ATP (Manon
y cols., 1998; Pérez-Vazquez y cols., 2003). Al igual que el Pi, otros aniones como son
el arsenato, el sulfato (Cortés y cols., 2000), el propionato y el decavanadato (Manon y
cols., 1998) son capaces de cerrar el YMUC.

En contraste con lo observado en el mPTP, el Ca** no es capaz de abrir el YMUC
ni promover la TPM por si solo (Jung y cols., 1997). Sin embargo, las mitocondrias de
S. cerevisiae pueden ser capaces de llevar a cabo una TPM inducida por Ca®*, cuando
se agregan ionéforos como el ETH129 o la alameticina (Yamada y cols., 2009). En
cambio, el Mg®* es capaz de inhibir la transicién de la permeabilidad en ambos poros
(Bernardi y cols., 1994; Pérez-Vazquez y cols., 2003). Ante esto, se plantea la
existencia de un sitio especifico en algiin componente del poro y permite vincular a esta
estructura como participe en la homeostasis del Ca®" mitocondrial (Gutierrez-Aguilar y
cols., 2007).

Por otro lado, el carboxiatractilésido y el acido bongkrékico cierran tanto el PTP
como el YMUC (Halestrap, 1991), al unirse especificamente al ANT (Halestrap y
Brennerb, 2003). En estudios recientes, se ha observado que el mersalil es capaz de
inducir el hinchamiento mitocondrial, posiblemente por unirse al PiC e inducir un cambio
conformacional que permite la apertura del poro (Gutiérrez-Aguilar y cols., 2009).

Como se menciono anteriormente, la CsA cierra el PTP a nivel de la Cyp-D
(Baines y cols., 2005) pero no tiene actividad en el YMUC, probablemente porque en la
levadura no se codifica esta proteina. Ademas, la hexil y octilguanidina cierran el YMUC

a nivel del VDACL1 (Pérez-Vazquez y cols., 2003; Gutierrez-Aguilar y cols., 2007).
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Tabla A. Principales efectores del mPTP y del YMUC

Efector mPTP | YMUC
Fosfato + -
Ca2+ + _
Mgz+ _ _
ATP - +
Ciclosporina A - X

Acido Bongkrékico - -
Hexilguanidina - -
Octilguanidina

Carboxiatractilésido
Decavanadato

Mersalil

+ |+ [+
|

*Simbologia: abre el poro (+); cierra el poro (-); no tiene efecto (x)

2.5. Debaryomyces hansenii como modelo de estudio

Debaryomyces hansenii es una levadura que normalmente reside en habitats con
alto contenido de sal como el agua marina, de donde se aisl6 por primera vez (Norkrans
y Kylin, 1969) y en otros como los quesos, la cerveza, el vino, productos carnicos y los
lacteos (Breuer y Harms, 2006).

Desde el punto de vista biotecnolégico, en los ultimos afios esta levadura se ha
convertido en un modelo de gran interés para la investigacion basica y aplicada. Este
interés se debe principalmente a diversas caracteristicas del microorganismo, como su
no patogenicidad, su gran versatilidad para metabolizar diversas fuentes de carbono
(glucosa, sacarosa, galactosa, glicerol, lactato, manitol, etanol, trehalosa, celobiosa,
ribitol, succinato, gluconato, etc.) (Breuer y Harms, 2006) y una gran capacidad para
crecer en ambientes con bajas temperaturas (Norkrans, 1966), alta salinidad (Norkrans,

1966; Prista y cols., 2005) y en diversos intervalos de pH (Norkrans, 1966; Hobot y
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Jennings, 1981). Aungue facultativa, esta levadura emplea el metabolismo aerébico en
mayor medida que la fermentacién (Sanchez y cols., 2006).

Estas cualidades son aprovechadas enormemente en la industria para la sintesis
de compuestos naturales y artificiales (carbohidratos y lipidos, principalmente),
expresion de enzimas y proteinas de interés comercial, elaboracion de probidticos,

fermentacion, etc. (Fadday cols., 2004; Breuer y Harms, 2006).

2.6. Principales estudios realizados en Debaryomyces hansenii

Los primeros estudios realizados en D. hansenii se enfocaron a caracterizar los
mecanismos por los que la levadura se adapta a la alta osmolaridad. Estos demostraron
que reside en ambientes donde se encuentra expuesto constantemente a altas
concentraciones de cationes monovalentes (Na* y K*) (Norkrans, 1966; Prista y cols.,
1997). La preferencia por este tipo de hébitats no se debe Unicamente a la capacidad
de resistir al estrés osmatico, sino a que en estas condiciones optimiza su crecimiento
(Prista y cols., 1997). Por ello se ha propuesto clasificar a este organismo como halofilo
(Gonzéalez-Hernandez y cols., 2002) y no s6lo como halotolerante.

Los microorganismos haléfilos son aquellos que pueden reproducirse y realizar
sus funciones metabdlicas con mayor eficacia en medios con alta salinidad. Son
diferentes los halotolerantes, que Unicamente modulan sus funciones para resistir al
estrés en dichas condiciones (Gonzalez-Hernandez y cols., 2002). Dos estrategias
principales son llevadas a cabo por los organismos que resisten la hipersalinidad: la
“sodio-excluyente” y “sodio-incluyente”. La primera es llevada a cabo por los
halotolerantes, microorganismos capaces de expulsar la mayor cantidad de sodio

posible de su citoplasma y balancear la presion osmotica con solutos compatibles

22



(sacarosa, trehalosa, glicerol, etc.). La segunda es utilizada por los halofilos; éstos
almacenan grandes concentraciones de sal en el interior para balancear la presion
osmotica. Por ello, se ha propuesto que han desarrollado diversas adaptaciones
internas que les permiten resistir los efectos nocivos de la sal y ademas beneficiarse
(Gonzalez-Hernandez y cols., 2002; Sanchez y cols., 2006, 2008).

Otros hallazgos han demostrado la presencia de varios transportadores de
cationes monovalentes en la membrana plasmética y vacuolar de D. hansenii (Figura 3),
y se demostro que al incubar el microorganismo en medios salinos se acumula una gran
cantidad de cationes monovalentes en su citoplasma (Norkrans, 1969; Hobot y cols.,
1981; Prista y cols., 1997). La concentracion de cationes monovalentes en el agua
marina es de 600 mM y 10 mM, para el Na* y K*, respectivamente. En presencia de
concentraciones desiguales de Na’ y K, esta levadura es capaz de internalizar en
mayor medida al catién que se encuentre mas concentrado en el exterior y expulsar del
citosol una gran parte del otro que se encuentre en menor cantidad. En presencia de
concentraciones iguales de estos cationes, se ha observado que D. hansenii acumula al
K* preferentemente y con mayor rapidez que al Na® (Thomé-Ortiz y cols., 1998;
Gonzalez-Hernandez y cols., 2004). Cuando la levadura se cultiva en 0.6 M de NacCl,
ambos cationes se encuentran en concentraciones similares en el interior (~150 mM
Na+ y ~100 mM K+). Por el contrario, si es incubada en ausencia de sales o en
presencia de KCI, se observa un aumento en la concentracion de K" intracelular y el
Na" es expulsado casi por completo (Gonzalez-Hernandez y cols., 2004).

Diversos autores coinciden en que los efectos internos de las sales descritos
hasta el momento sobre esta levadura, probablemente son la causa por la que mejora

el crecimiento y aumenta la biomasa. Se cree que la razén principal de este
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comportamiento es la optimizacion de su metabolismo al incubarse en presencia de
sales (Almagro y cols., 2000; Gonzélez-Hernandez y cols., 2002). Se ha observado que
en presencia de NaCl y KCI mejora la actividad de las enzimas glucoliticas y del
metabolismo aerdbico (Sanchez y cols., 2006) y se induce la expresion de algunas
enzimas (Alba-Lois y cols., 2004). Ademas de las enzimas y proteinas en el citoplasma
de D. hansenii, los organelos como el reticulo endoplasmico y las mitocondrias también

se encuentran expuestos al Na* y al K”.
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Fig. 4. Transportadores membranales y vacuolares involucrados en el flujo de cationes en
Debaryomyces hansenii. Los transportadores conocidos hasta el momento fueron encontrados
mediante la busqueda de los genes que los codifican en el genoma de esta levadura o por experimentos
de transporte i6nico. El cotransportador Na'/glicerol (a) y el uniportador K'/Na" (b), no se han identificado
aun, pero se tienen diversas evidencias experimentales que sugieren su existencia (Lucas y cols., 1990;
Gonzéalez-Hernandez y cols., 2004). Imagen modificada de Prista y cols., 2005.

Durante el proyecto Geénolevures, se secuencio y reportd el genoma de D.
hansenii junto con el de otras levaduras (Sherman y cols., 2009). Estos se encuentran

disponibles para su consulta en el sitio web del proyecto®.
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En cuanto a estudios bioenergéticos reportados en este organismo, se sabe que
la cadena respiratoria presenta los complejos I, II, 1l y IV y una oxidasa alterna
insensible a cianuro e inhibida por acido salicilhidroxamico (SHAM) y octilgalato (Veiga
y cols., 2003a; Sanchez y cols., 2006). No se tienen reportes bioquimicos o por
busqueda de secuencias de genes o proteinas que demuestren la presencia de otras
enzimas respiratorias alternas a parte de la AOX en esta mitocondria. EI metabolismo
aerébico de D. hansenii se ha estudiado so6lo en células intactas (Veiga y cols., 2003b;
Sanchez y cols. 2006) y en particulas submitocondriales (Veiga y cols., 2003b). Hasta
ahora no existen estudios cuidadosos en mitocondrias intactas, por lo que en este
trabajo se propuso estandarizar las condiciones para aislarlas, determinar la presencia
de otros componentes alternos como NDH2s, si ocurre una transicion de la
permeabilidad como en las mitocondrias de S. cerevisiae y el papel de los cationes
monovalentes (Na* y K*) en el funcionamiento del organelo. El estudio de la mitocondria
de D. hansenii, forma parte de un proyecto global que tiene como meta describir las
diferencias y similitudes en la composicion y regulacion de la cadena respiratoria y la

fosforilacién oxidativa en mitocondrias de diversas especies de levaduras.

1 http://www.genolevures.org/
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3. HIPOTESIS

Si en las mitocondrias de la levadura Debaryomyces hansenii existe una cadena
respiratoria ramificada que posee los cuatro complejos respiratorios ortodoxos y una
oxidasa alterna, tal y como en las mitocondrias de otras levaduras evolutivamente
relacionadas, entonces es probable que posean también NADH deshidrogenasas

alternas.

Si en el citoplasma de la levadura Debaryomyces hansenii, la mitocondria funciona
Optimamente en presencia de altas concentraciones de Na® y K*, entonces deben de
existir mecanismos adaptativos especificos en las membranas mitocondriales y en las

proteinas involucradas en la fosforilacion oxidativa.
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4. OBJETIVOS

4.1.

Objetivo General

Identificar la presencia de NADH deshidrogenasas alternas en la cadena

respiratoria y caracterizar efecto que tienen los cationes monovalentes Na* y K*

sobre los principales procesos involucrados en la fosforilacion oxidativa en la

mitocondria aislada de la levadura Debaryomyces hansenii.

4.2.

Objetivos Particulares

Disefiar un protocolo para aislar mitocondrias acopladas de Debaryomyces
hansenii.

Caracterizar experimentalmente y por bUsqueda y comparaciéon de
secuencias proteicas, la presencia de componentes alternos no reportados en
la cadena respiratoria de Debaryomyces hansenii.

Identificar si en las mitocondrias aisladas de esta levadura ocurre una
transicion de permeabilidad provocada por la apertura y cierre de un poro
inespecifico (MUC).

Observar el efecto que tienen algunos moduladores de la transicion de la

permeabilidad en la mitocondria aislada de Debaryomyces hansenii.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales quimicos

Todos los materiales quimicos que se utilizaron son de la mas alta pureza
asequible comercialmente. Los materiales para realizar los ensayos experimentales,
como el sorbitol, Trizma® base, antiespumante A, acido malico, acido piravico, acido
succinico, acido maleico, ADP, NADH, NADP”*, rotenona, flavona, CCCP, oligomicina,
safranina y las enzimas hexocinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa son de Sigma
Chem Co. (St. Louis, MO). La albumina sérica bovina (BSA) es de Millipore. La bacto-
peptona y el extracto de levadura, son de BD Bioxon. Las sales (NaCl, KCI, CaCl, y

MgCl,), el acido fosforico y el DL-acido lactico son de J.T. Baker.

5.2. Materiales bioldgicos

Se utilizaron células de la levadura Debaryomyces hansenii cepa Y7426 (US
Department of Agriculture, Peoria, IL), donada por el Dr. Antonio Pefia del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. La cepa fue estriada y resembrada periédicamente en cajas
de cultivo con medio sélido YPGal-NaCl (extracto de levadura 1%, bacto-peptona 2%,

galactosa 2%, NaCl 1 M y bacto-agar 2%).

5.3. Cultivo de las levaduras
Se emple6 como medio de crecimiento el YPLac—NaCl (extracto de levadura 1%,
bacto-peptona 2%, lactato 2%, 0.6 M NaCl, pH 5.5 ajustado con NaOH). Aungue la

galactosa es un sustrato no fermentable, el tiempo de crecimiento de D.hansenii en
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cultivo liquido con este sustrato, es mayor a 48 horas para llegar a la mitad de la fase
exponencial. En cambio, al utilizar lactato como fuente de carbono no fermentable, el
tiempo de cultivo para alcanzar la fase logaritmica media-tardia de crecimiento es
mucho mas corto (~24 hrs). Para obtener una biomasa suficiente de levadura, se
inocularon cuatro precultivos de 100 mL del medio YPLac—NaCl y se pusieron en
agitacion continua a 250 rpm durante 36 hrs en un cuarto de temperatura constante
(30°C). Posteriormente, los precultivos se vaciaron en matraces con 750 mL del mismo
medio y se continud la incubacion bajo las mismas condiciones hasta llegar a una Ass

de 1.6-2.0, correspondiente a la fase exponencial media-tardia.

5.4. Aislamiento de las mitocondrias acopladas de D. hansenii

Las células se cosecharon por centrifugacion y se lavaron con agua destilada.
Posteriormente, se resuspendieron en un medio de extraccion (sorbitol 1 M, maleato 10
mM y BSA 0.2%, pH 6.8 (Tris)) y se mantuvieron en hielo durante diez minutos. Para la
obtencion de las mitocondrias se emple6 el método mecanico descrito por Uribe y cols.
(1985) con algunas modificaciones. Se usaron perlas de vidrio (0.5 mm de diametro)
para romper las células (70% v/v). La levadura resuspendida se vacié en una camara
del homogenizador (Bead-Beater Biospec products, USA) enfriada con una camisa de
hielo y se sometié a 4 ciclos de ruptura de 20 segundos e intervalos de 2 minutos de
reposo.

Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion diferencial a 4°C, siguiendo el
protocolo descrito para S. cerevisiae (Pefia y cols., 1977) utilizando una centrifuga
Sorvall RC-5B y rotores FIBERIite® F21-8x50y y F14-6x250y. El homogenado se

centrifugd a 5000 rpm durante 5 min; se recuperd el sobrenadante y se centrifugé a
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12,000 rpm durante 15 min. El precipitado obtenido se resuspendié en medio de
aislamiento fresco con un pincel fino y a continuacion se centrifugd nuevamente como
en los dos ciclos anteriores. El paquete mitocondrial final fue resuspendido en 500 uL
del medio de aislamiento a 4°C y se mantuvo en hielo durante todas las

cuantificaciones de proteina y experimentos.

5.5. Cuantificacion de proteina
La concentracion de proteina mitocondrial se determiné por el método del Biuret
(Gornal et al., 1949) en un espectrofotometro Beckman DU-50 a 540 nm. Se empled

BSA como estandar.

5.6. Oximetria

La velocidad de consumo de oxigeno se midi6 en estado de reposo (edo. IV, en
presencia de un sustrato y sin ADP) y en estado fosforilante (edo. Ill, en presencia de
un sustrato y ADP), utilizando un electrodo tipo Clark conectado a un oximetro YSI-5300
equipado con un graficador. La camara de reaccidon se mantuvo a 30°C de manera
constante. Como medio de respiracion se utilizé6 una solucién de sorbitol 1 M y como
amortiguador se le agregd maleato 10 mM y se ajusté el pH a 6.8 con Trizma® base
(Tris). Como sustrato respiratorio se utilizdé piruvato-malato 10 mM. Se utilizé una
concentracion de proteina mitocondrial de 0.5 mg/mL para cada experimento.

Los valores del control respiratorio (CR) se obtuvieron como el cociente de la
respiracion en estado Il sobre el estado IV. Las concentraciones de fosfato (Pi), ADP y

K" utilizadas se muestran en la tabla Ill. La solucién madre de Pi se prepar6 a partir de
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acido fosférico (H3PO4) 1 M y se llevo a pH 6.8 agregando Trizma base®. La solucion

madre de KCI se preparé a 2 M.

5.7. Potencial transmembranal (4%)

El potencial transmembranal fue determinado utilizando naranja de safranina,
siguiendo los cambios de absorbancia a 511-533 nm en espectrofotometros Aminco DW
2000 y Aminco DW2C, en modo dual (Akerman y Wikstrom, 1976). Para estos ensayos
se emple6 el mismo medio de respiracion y condiciones que en las oximetrias, solo se
agrego naranja de safranina 10 uM a la celda de reaccién. El naranja de safranina es un
colorante cationico que interactia con la membrana mitocondrial cuando se genera el
potencial transmembranal (negativo al interior), cambiando de color. Se utiliz6 una
concentracion final de proteina mitocondrial de 0.5 mg/mL. Para abatir el AW, se agregd
a la reaccion el protonoforo p-clorocarbonilcianuro fenilhidrazona (CCCP) 5 uM. Las

soluciones madre de KCI, NaCl, CaCl, y MgCl, se prepararon a 2 M.

5.8. Sintesis de ATP

Se utilizdé un ensayo acoplado a enzimas para cuantificar la velocidad de sintesis
de ATP aprovechando las reacciones catalizadas por la hexocinasa (HK) y la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Figura 5). La reaccion se inicié agregando ADP 200
uM y se siguid la reduccion de NADP™ a 340-390 nm en un espectrofotometro Aminco
DW2C en modo dual (Cortés y cols., 2000). Se utilizo oligomicina para inhibir la sintesis
de ATP y determinar la sefal residual, la cual fue restada a los valores experimentales.

Las concentraciones de sustratos, enzimas y muestra mitocondrial utilizadas para este
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ensayo fueron: piruvato-malato 10 mM, MgCl, 200 uM, glucosa 20 mM, NADP™ 1.4 mM,
hexocinasa 162.5 ug/mL, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 2 U/mL y mitocondrias 0.5

mg prot/mL.
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Fig. 5. Ensayo acoplado a las enzimas hexocinasa (HK) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) para cuantificar la velocidad de sintesis de ATP mitocondrial.

5.9. Busqueda, alineamiento y analisis de secuencias de proteinas

Se utilizé la interfase de la Herramienta Basica de Busquedas de Alineamientos
Locales (BLAST por sus siglas en inglés Basic Local Alignment Search Tool) y la base
de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en
inglés National Center for Biotechnology Information) para buscar y comparar distintas

secuencias proteicas de complejos respiratorios alternos. Se realizé la busqueda de
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NADH deshidrogenasas alternas tipo Il (NDH2), codificadas en el genoma de D.
hansenii a partir de las secuencias de aminoacidos reportadas previamente y
disponibles en la base de datos (Dujon y cols., 2004; Sherman y cols., 2009). Las
secuencias de aminoacidos candidatas de D. hansenii, se alinearon por pares y de
manera simultdnea con las de NADH deshidrogenasas alternas de S. cerevisiae y Y.
lipolytica utilizando ClustalW?®. Con la herramienta BLAST en linea® se calcularon los

porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos analizadas.

1 http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
2 http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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6. RESULTADOS

6.1. Cultivo de D. hansenii y aislamiento de las mitocondrias

Los primeros experimentos de este proyecto permitieron definir las mejores
condiciones para el cultivo de este microorganismo y para la obtencion de las
mitocondrias acopladas de D. hansenii. Se observé que suplementando el medio de
cultivo YPLac con NaCl 0.6 M y agregando antiespumante A (50 pL/L), D. hansenii
alcanza la fase exponencial media-tardia de crecimiento en 24 hrs. Estas condiciones
permitieron obtener una biomasa suficiente para el aislamiento mitocondrial por el
método mecanico y permitieron un incremento en la cantidad de muestra mitocondrial
obtenida. En relaciéon con la metodologia de aislamiento de las mitocondrias de esta
levadura, al utilizar el medio de extraccion utilizado para S. cerevisiae y Y. lipolytica
(manitol 0.6 M), se obtuvo un rendimiento mitocondrial bajo al concluir la purificacién del
organelo. Utilizando sorbitol e incrementando la osmolaridad del medio a aprox. 1 OsM,
se obtuvo el mejor rendimiento de purificacion y acoplamiento mitocondrial. Esta

osmolaridad se mantuvo en todos los experimentos realizados.

6.2. Caracterizacion de NADH deshidrogenasas tipo |l

En los estudios de oximetria realizados, se observéd que las mitocondrias aisladas de
D. hansenii fueron capaces de usar diferentes donadores de electrones en la cadena
respiratoria: piruvato-malato 10 mM y succinato 10 mM, sustratos del complejo | y del
complejo Il, respectivamente (Figura 6, A y B). Ademas, se observdé un pequefio

consumo de O, utilizando etanol (20 * 4 natgO,-min™*-mgProt™) (Figura 6, D).
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Fig. 6. Consumo de oxigeno con diferentes sustratos respiratorios en mitocondrias aisladas
de D. hansenii. Sustratos respiratorios: (A) piruvato-malato 10 mM; (B) succinato 10 mM; (C) NADH
1 mM Yy (D) etanol 25 uL/mL. El consumo de O, con succinato se midié en presencia de rotenona 50
uM. El estado fosforilante (lll) se indujo agregando ADP 500 uM. Mezcla de reaccion: sorbitol 1 M,
maleato 10 mM, pH 6.8 (Tris), KCI 75 mM, fosfato 4 mM, mitocondrias 0.5 mgProt/mL (vol. final 1.5
mL). Trazos representativos.

Por otro lado, estas mitocondrias fueron capaces de utilizar NADH exdgeno como
sustrato respiratorio, observandose un consumo mucho mas elevado que al utilizar los
otros sustratos (Figura 6, C). Dicho consumo de oxigeno corresponde al estado de
reposo (IV). Al agregar ADP 500 uM se observdé que utilizando piruvato-malato,
succinato o NADH, se induce el estado fosforilante (lll), no asi para la respiracion con
etanol (figura 6). Esto ultimo es de gran importancia porque a diferencia de S.
cerevisiae, en donde el etanol al oxidarse y generar NADH matricial promueve un
consumo de O, elevado, en D. hansenii podria haber una menor oxidaciéon por una
menor cantidad de la alcohol deshidrogenasa matricial o0 que ésta enzima tenga una

actividad mucho menor, comparada con la de S. cerevisiae (Sanchez y cols, 2006).
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El mayor control respiratorio (CR), se obtuvo utilizando piruvato-malato como
alimentador de la cadena respiratoria. El CR obtenido con piruvato-malato fue de 2.29,
mientras que los CRs obtenidos con succinato y NADH, fueron de 1.57 y 1.27,
respectivamente (Figura 6). En general, los valores de CR iguales o mayores a 2 en
experimentos con mitocondrias aisladas de levadura se consideran optimos (Pérez-
Vazquez, 2003). El CR de 2.29 que se observo en la preparacion mitocondrial, sugirio
gue el protocolo de extraccidon y las condiciones experimentales funcionaron de manera
adecuada permitiendo obtener un alto porcentaje de mitocondrias intactas. En el caso
del etanol y en general en los experimentos en donde no se indujo el estado Il al
agregar ADP, el valor del CR se tom6 como 1. En los ensayos de oximetria realizados
en ausencia de sustratos exdgenos, se observé un consumo de O, minimo, el cual fue
restado a los valores experimentales (5 + 2 natgO,min™*-mgProt™). Se sugiere que este
ligero consumo fue promovido por la presencia de sustratos enddégenos. Lo anterior
ocurri6 muy probablemente porque las levaduras no se pusieron en ayuno previamente
a la extraccion de mitocondrias.

La respiracion producida con el NADH exdgeno, sugirié que la cadena respiratoria
de esta levadura presenta otros componentes alternos como las NADH
deshidrogenasas alternas. Para demostrar su presencia experimentalmente, se realizé
una curva de inhibicibn con flavona, un inhibidor especifico de esta familia de
deshidrogenasas (de Vries y Grivell, 1988). Se midi6 el consumo de O, utilizando NADH
1 mM como sustrato respiratorio y en presencia de diversas concentraciones de flavona
(50, 100, 200, 400, 600 y 1000 uM). La respiracion fue inhibida gradualmente al

aumentar la concentracion de flavona; obteniéndose la maxima inhibicion con 600 yM

36



de flavona (Figura 7A). Se decidio observar también el efecto de la rotenona sobre la
respiracion promovida por NADH exdgeno. Este experimento sirve como control para
discriminar que el NADH sea oxidado solamente por NADH deshidrogenasas alternas y
no por el complejo I. Se realiz6 una curva de titulacion con este inhibidor y se pudo
observar una inhibicién de aproximadamente 20% con respecto al valor de consumo en
ausencia de rotenona (Figura 7B). En concentraciones arriba de 50 uM del inhibidor no
se observaron cambios significativos en el consumo de oxigeno. Una de las causas de
esta inhibicion puede ser la presencia de particulas submitocondriales, las cuales son
capaces de utilizar el NADH tanto por las NDH2 como por el complejo | directamente
(Veiga y cols., 2003b). El consumo de oxigeno utilizando piruvato-malato como sustrato
respiratorio, resultdé sensible parcialmente a la adicion de flavona y fue inhibido
completamente con rotenona (resultados no mostrados).

Por otra parte, se realiz6 una busqueda y comparacibn de secuencias de
aminoéacidos por BLAST codificadas en D. hansenii con las secuencias de NDH2s de
otras levaduras como S. cerevisiae y Y. lipolytica. Ademas, se realizé un analisis de
comparacién global contra las secuencias proteicas de todos los organismos alojadas
en la base de datos. Se encontr6 solo una secuencia proteica en D. hansenii que
presentd una gran similitud con las NADH deshidrogenasas tipo Il, anotada como
proteina hipotética DEHA2D07568p. El analisis global mostré que dicha secuencia

cruza principalmente con NDH2 externas (localizadas en la cara externa de la MMI).
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Fig. 7. Inhibicion de la respiraciéon promovida por NADH exdgeno en mitocondrias aisladas de
D. hansenii. Se utilizaron como inhibidores la flavona (A) y la rotenona (B). Mezcla de reaccidn: sorbitol
1 M, maleato 10 mM, pH 6.8 (Tris), KCI 75 mM, fosfato 4 mM, mitocondrias 0.5 mg prot/mL y NADH 1 mM
como sustrato respiratorio (vol. final 1.5 mL). Las mediciones del consumo de oxigeno se realizaron en
estado IV. Cada punto representa el promedio de 4 experimentos independientes + D.E.

La secuencia DEHA2D07568p se alined por pares y de manera multiple con la NDH
de Y. lipolytica (YALIOF25135p) y con las tres NADH deshidrogenasas alternas

reportadas de S. cerevisiae: NDI1 (YML120c), NDE1 (YMR145c) y NDE2 (YDLO85w),
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empleando la herramienta ClustalW (Figura 8). Los porcentajes de identidad y similitud
entre la secuencia DEHA2D07568p y las otras secuencias se muestran en la tabla I. En
general con este andlisis, se pudo observar que todas las secuencias son muy
parecidas y sobretodo que la secuencia de D. hansenii presenta una mayor identidad
con las NDEs. Lo anterior, junto con la evidencia experimental, sugiere fuertemente que
la proteina hipotética DEHA2D07568p codificada en el genoma de D. hansenii, es una
NADH deshidrogenasa alterna ubicada en el lado citosélico de la MMI.

Asimismo, se compararon las secuencias de los cuatro motivos conservados de las
NDH2s descritas en la NDH de Y. lipolytica (Kerscher y cols., 1999) con las de la
proteina candidata de D. hansenii. Estos motivos corresponden a los sitios de union a
dinucledtidos (NADH y FAD) y a dos regiones hidrofobicas conservadas (figura 9). Los
porcentajes de identidad y similitud obtenidos se muestran en la tabla Il. Esta
comparacion adicional se realiz6 para ejemplificar que la secuencia de los motivos
encontrados en la proteina DEHA2D07568p, efectivamente corresponden a las
secuencias de aminoacidos conservados descritas por Kerscher y cols., evidenciando

gue se trata de una NDE como la que poseen las mitocondrias de Y. lipolytica.

Tabla |. Porcentajes de identidad y similitud entre la secuencia proteica encontrada en D.
hansenii y las secuencias de NADH deshidrogenasas alternas de otras levaduras.

Secuencias Identidad* (%) | Similitud** (%)
DEHA2D07568p vs. YALIOF25135p 50 65
DEHA2D07568p vs. YML120c 45 64
DEHA2D07568p vs. YMR145c 52 69
DEHA2D07568p vs. YDLO85w 50 69

*El porcentaje de identidad corresponde al nimero de residuos idénticos de ambas secuencias entre el
namero total de residuos, multiplicado por 100. **El porcentaje de similitud corresponde al numero de
residuos idénticos, sustituciones conservadas y sustituciones semi-conservadas de ambas secuencias
entre el nimero total de residuos, multiplicado por 100.
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Y1 NDH
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Fig. 8. Alineamiento multiple entre la secuencia DEHA2D07568p de D. hansenii y secuencias
de NADH deshidrogenasas alternas de otras levaduras. Las secuencias se anotaron como: Yl
NDH: NADH deshidrogenasa alterna de Y. lipolytica; Sc NDE1: NADH deshidrogenasa externa de S.
cerevisiae isoforma 1; Sc NDE2: NADH deshidrogenasa externa de S. cerevisiae isoforma 2; Sc NDI1:
NADH deshidrogenasa interna de S. cerevisiae; (*) residuos idénticos; (:) sustituciones conservadas; (.)
sustituciones semi-conservadas. Los motivos de union a dinucledtidos (I y 1) se muestran en gris. Los
motivos de hidrofébicos (I y 1l) se muestran en los cuadros. Los nimeros indican la posicion de los
aminoécidos en la secuencia lineal de cada proteina.

Motivo de union a dinucleoétidos |

D. hansenii 90 OKKKTLVILGSGWGSISLLKNLDTTLYNVVVVSPR 124
Y. lipolytica 10 PSKKTLVVLGSGWGSVSFLKKLDTSNYNVIVVSPR 144

Motivo hidrofébico |
D. hansenii 126 YFLFTPLLPS 135
Y. lipolytica 146 YFLFTPLLPS 155
Motivo hidrofébico
D. hansenii 214 SLNYDYLVVGVGAQPSTFGIPGVAEHSTFLKEV 246
Y. lipolytica 215 EIPFDYLVVGVGAMSSTFGIPGVQENACFLKEI 247
Motivo de unién a dinucléotidos Il

D. hansenii 278 SIVVCGGGPTGVEVAGELQODYIDQODLKKWMPEVASELKVILVEA 321
Y. lipolytica 278 HTVVVGGGPTGVEFAAELODFFEDDLRKWIPDIRDDFKVTLVEA 321

Fig. 9. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los motivos conservados en la
NADH deshidrogenasa alterna de Y. lipolytica con la secuencia DEHA2D07568p de D.
hansenii. (;) sustituciones conservadas; (.) sustituciones semi-conservadas. Los residuos idénticos en
ambas secuencias se muestran en gris. Los nimeros indican la posicion de los amino4cidos en la
secuencia lineal de cada proteina.
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Tabla Il. Porcentajes de identidad y similitud entre las secuencias de aminoacidos de los
motivos conservados de la NADH deshidrogenasa alterna de Y. lipolytica y las secuencias de
la proteina DEHA2DO07568p de D. hansenii.

Motivos Identidad* (%) | Similitud** (%)
Motivo de union a dinucledétidos | 74.3 94.3
Motivo Hidrofébico | 100 100
Motivo Hidrofébico Il 66.6 87.9
Motivo de union a dinucledétidos |l 59.1 88.6

*El porcentaje de identidad corresponde al nimero de residuos idénticos de ambas secuencias entre el
namero total de residuos, multiplicado por 100. **El porcentaje de similitud corresponde al nimero de
residuos idénticos, sustituciones conservadas y sustituciones semi-conservadas de ambas secuencias
entre el nimero total de residuos, multiplicado por 100.

6.3. Caracterizacion de la transicion de la permeabilidad mitocondrial

Para determinar la existencia de una TPM en D. hansenii, se caracterizaron los
efectos del fosfato inorganico (Pi) y de los cationes divalentes Ca®* y Mg®*, que se han
reportado como moduladores ‘clasicos’ de este fendmeno en las mitocondrias de los
mamiferos y de la levadura S. cerevisiae (Manon y cols., 1997; Pérez-Vazquez y cols.,
2003). En ambos tipos de mitocondrias, cuando se varian las concentraciones de Piy
de los cationes divalentes, se observan cambios significativos en los valores de CR y
del AW, los cuales tienen su valor maximo cuando la transicion de la permeabilidad es
inhibida; es decir, cuando se evita la disipacion de los gradientes electroquimicos. Este
fendbmeno es controlado por la apertura y cierre de un poro inespecifico. En sintesis,
cuando el MUC se encuentra abierto, la entrada y salida de solutos provoca que no se
mantenga un AY estable y que se desacople la cadena respiratoria de la sintesis de
ATP. Por el contrario, en el estado cerrado, se impide el abatimiento del AY y se

favorece el acoplamiento de la fosforilacion oxidativa (aumenta el CR).

42



Se ensayaron ademas diversas concentraciones de los cationes monovalentes
Na® y K*, para determinar la sensibilidad que tienen éstas mitocondrias a éstos cationes
y si ejercen algun efecto sobre los procesos involucrados en la fosforilacién oxidativa;
en particular, en la velocidad de consumo de O, el potencial transmembranal (AY) y la
sintesis de ATP. Se determin6é también que los cationes monovalentes participan
directamente en la modulacion de la TPM observada bajo las condiciones
experimentales utilizadas en estas mitocondrias.

Para todos los ensayos subsecuentes, se us6 como donador de electrones el
piruvato-malato 10 mM, el sustrato con el cual se obtuvo mejor acoplamiento

respiratorio (Figura 6, A).

6.3.1. Efecto del fosfato y del K* sobre el consumo de oxigeno

Se midi6 la velocidad de consumo de oxigeno empleando tres concentraciones
de fosfato (0.4 mM, 4 mM y 10 mM) y variando la concentracion de K, en estado de
reposo (edo. IV) y en estado fosforilante (edo. lll); se determinaron los controles
respiratorios (CR) en cada condicion.

Con 0.4 mM de Pi y en ausencia de K*, se observé que las mitocondrias estan
desacopladas (no se indujo el estado Ill) y su CR fue de 1. Lo mismo se observo al
agregar 10 y 20 mM de K" y manteniendo la misma concentracion de Pi. Al aumentar la
concentracion de K™ a 50 y 75 mM, se observé un aumento en la velocidad de consumo
de O, en los dos estados y un acoplamiento mayor, obteniendo CRs de 1.33 y 1.73,
respectivamente (tabla Ill). Este efecto acoplante del catibn monovalente se observo

con mayor claridad en presencia de 4 mM de Pi, en donde aumentando la
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concentracion de K" desde 0 a 75 mM, el CR aumenta de 1.27 a 2.29 (tabla IIl). Esto
implica un efecto acoplante sinérgico entre el Piy el K*, en las condiciones descritas. En
presencia de fosfato 10 mM, el K* perdio el efecto sinérgico sobre el acoplamiento; las
velocidades de consumo de O, fueron similares en cada ensayo. En esta concentracion
de Pi, se obtuvo el mayor acoplamiento observado independientemente de la
concentracion de K* (tabla Ill). Al probar concentraciones de fosfato mayores a 10 mM
no se observaron cambios significativos sobre el acoplamiento (resultados no

mostrados).

Tabla lll. Efecto del fosfato (Pi) y el K" sobre la velocidad de consumo de O,y el control
respiratorio (CR) en las mitocondrias aisladas de Debaryomyces hansenii

0.4 mM Pi 4 mM Pi 10 mM Pi

[K+] Edo. IV | Edo. lll | CR | Edo. IV | Edo. Il | CR | Edo. IV | Edo. Il | CR

0 75+6 | 75.0+6 | 1* | 1309 | 165+8 | 127 | 129+6 | 277+9 | 2.14
10 79+3 | 79.0+3 | 1* |127+10|191+13 | 151 | 127+6 | 273+14 | 2.16
20 79+3 | 79.0+£3 | 1* | 128+8 | 220+16 | 1.72 | 129+6 | 281 +12 | 2.18
50 127 +3 | 168+5 | 1.33 | 122+6 | 249+4 | 205 | 124+5 | 285+3 | 231
75 127+3 | 219+1 | 1.73 | 114+9 | 261+9 | 229 | 131+7 | 293+5 | 2.24

Mezcla de reaccion: sorbitol 1 M, maleato 10 mM, pH 6.8 (Tris), piruvato-malato 10 mM,
mitocondrias 0.5 mg prot/mL (vol. final 1.5 mL). El estado Ill se indujo agregando ADP 500 uM.
Cada valor representa el promedio de 3, 6 y 4 experimentos independientes + D.E., para las
concentraciones de fosfato, 0.4 mM, 4 mM y 10 mM, respectivamente. (*) Condiciones en donde al
agregar ADP no se indujo el estado Ill (no hay CR). Los valores de la velocidad de consumo de O,
estan expresados en natgO, (min-mgProt)™ y la [K'] esta en mM.

6.3.2. Efecto del fosfato y de los cationes monovalentes sobre el A¥
Se decidi6 medir el potencial transmembranal (AY) generado en las mismas

condiciones utilizadas en las oximetrias (en estado IV, sin agregar ADP). En la
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presencia de fosfato 0.4 mM y concentraciones de K* bajas (0-20 mM), el A¥ fue bajo e
inestable (Figura 10A, a, b, c). Al incrementar la concentracién de K™ a 50 y 75 mM, el
AY se volvio estable y aumenté considerablemente (Figura 10A, d, e). Por otro lado, al
medir el AY en presencia de fosfato 4 mM, se observdO que en todas las
concentraciones de K* ensayadas, se mantuvo estable y solo aumentd ligeramente al
aumentar la concentracion de K* (Figura 10B, a—e). Al igual que en los resultados de
oximetria, el K" ya no mostr6 efecto sobre el AW en presencia de 10 mM de Pi. En este
caso el potencial generado se mantuvo alto y estable en todas las condiciones (figura
8C, a-e). Hasta el momento, estos resultados hicieron sospechar que la caida del
potencial transmembranal al disminuir tanto la concentracion de K* como la de Pi, se
podria deber a un abatimiento del gradiente electroquimico causado por una transicion
de la permeabilidad (Manon y Guérin, 1998).

La TPM propuesta podria ocurrir gracias a la formacion y apertura de un MUC en
las mitocondrias de D. hansenii similar al caracterizado en las mitocondrias de S.
cerevisiae (YMUC). La idea de una transicion de la permeabilidad controlada por un
MUC se apoya en la sensibilidad de este fendmeno a la concentracién de Pi. Dicha
sensibilidad se ha caracterizado en todas las mitocondrias en donde ocurre una TPM
“fisiolégica” (no inducida con iondforos) (Manon y Guérin, 1997).

En este tipo de mitocondrias y bajo las condiciones experimentales utilizadas, la
transicion de la permeabilidad resulté ser mucho menos sensible al Pi que en el caso de
lo observado en S. cerevisiae, en donde se requieren concentraciones menores de
fosfato para cerrarlo (entre 1 y 2 mM) (Manon y Guérin, 1998). En este caso, la TPM de

D. hansenii se inhibié completamente con una concentracion de Pi alrededor de 10 mM.
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Fig. 10. Efecto del fosfato y del K* sobre el potencial transmembranal (A%¥) de mitocondrias
aisladas de D. hansenii. (A) 0.4 mM Pi, (B) 4 mM Piy (C) 10 mM Pi. Las adiciones de K" fueron: a, 0;
b, 10 mM; ¢, 20 mM; d, 50 mM; e, 75 mM. Las mitocondrias (M) 6 CCCP 5 uM, se adicionaron en donde
se indica. Las condiciones experimentales fueron las mismas que en la tabla Ill, solo se agregé safranina
10 uM. Volumen final 2 mL. El A% se midi6 en estado IV.
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Por otro lado, el efecto del K sobre el A¥ sugirié una excepcional sensibilidad de
la TPM nunca antes observada en mitocondrias de otras especies. Hasta la fecha, solo
se habia observado el abatimiento del AW, al agregar una concentracion elevada de K*
a una muestra de mitocondrias de cualquier tipo (Castrejon y cols., 1997). Este
comportamiento se debe a que la MMI es permeable al K*. Al incorporarse, se abate el
AY¥ por el ingreso de cargas positivas a la matriz y por el antiporte K'/H" que se utiliza
para expulsar al K*. El antiportador K'/H" gasta parte de la energia del A¥ con la
finalidad de mantener el volumen mitocondrial y prevenir el hinchamiento (Garlid, 1988).

Se decidié probar también el efecto del Na* sobre el A¥, para determinar si la
TPM también resultaba inhibida como ocurrié con el K™ o evidenciar un papel distinto de
los cationes monovalentes en este tipo de mitocondrias. Por un lado se evalué el efecto
del Na* y por otro el efecto producido al combinar ambos cationes monovalentes. Estos
ensayos se realizaron en presencia de fosfato 0.4 mM para eliminar el efecto propio del
anion sobre el acoplamiento (incrementar el CR). El trazo a de la figura 11 corresponde
al AW control en ausencia de cationes monovalentes. Se probaron tres concentraciones
de Na' y tres de K" 18.75, 37.5 y 75 mM. En cada caso se observé el mismo
comportamiento, demostrandose que el efecto del Na* sobre el A¥ es igual al ejercido
por el K* (Figura 11, b, c, e, f, h, i). Posteriormente, se midié el efecto de ambos
cationes, midiendo el A¥ en presencia de la misma concentraciéon de Na® y K. Se
agregaron a la mezcla de reaccién en un ensayo 18.75 mM y en otro 37.5 mM de cada
cation monovalente. En el primer caso, el AY generado fue equivalente al observado al
emplear 37. 5 mM de cada cation por separado (Figura 9, trazo d). En el segundo, se

obtuvo un AY equivalente al emplear 75 mM de Na* o K* (Figura 11, g).
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Fig. 11. Efecto del Na" y del K* sobre el potencial transmembranal (A¥) en mitocondrias
aisladas de D. hansenii, en presencia de fosfato 0.4 mM. Las adiciones fueron: a, 0 Na*, 0 K'; b,
18.75mM Na’; ¢, 18.75 mM K"; d, 18.75 mM Na" + 18.75 mMK"; e, 37.5 mM Na"; f, 37.5 mM K"; g, 37.5
mM Na* + 37.5 mM K*; h, 75 mM Na; i, 75 mM K*. Las mitocondrias (M) 6 CCCP 5 uM, se adicionaron
en donde se indica. Las condiciones experimentales fueron las mismas que en la tabla lll, solo se agreg6
safranina 10 uM. Volumen final 2 mL. EI A¥ se midié en ausencia de ADP (estado V).

6.3.3. Efecto de los cationes divalentes sobre el A¥

La TPM descrita en las mitocondrias de diversas fuentes es también sensible a
los cambios en la concentracion de los cationes divalentes Ca®* y Mg®*. Por esta razén
y para tener mas evidencia de que lo descrito hasta el momento ocurre por una TPM, se
decidié estudiar también el efecto del Ca** y Mg?* sobre el A¥. Las determinaciones se
hicieron en presencia de fosfato 0.4 mM. Los trazos a de la figura 12A y 12B,
corresponden a los AY controles en ausencia de cationes divalentes. Al aumentar la
concentraciéon de Ca®", se observé un incremento y estabilizacion del AY (Figura 10A).
En concentraciones bajas de Ca®* (100-200 uM), se observé un incremento parcial en
el A¥ (Figura 12A, b, c). El efecto maximo se obtuvo con 1 mM de Ca®* (Figura 12A, f).

Concentraciones superiores a 1 mM no produjeron aumentos adicionales sobre el AW
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(resultados no mostrados). El Mg®* a bajas concentraciones (100-200 pM) increment6
parcialmente el A¥ (Figura 12B, b, c). En presencia de 2 mM de Mg* y en
concentraciones superiores, se observo el maximo AW generado (Figura 12B, f, g, h).

Con esto, se obtuvo mayor evidencia de que el abatimiento del AY descrito ocurre por

una TPM, siendo esta sensible a la concentracién de Ca®* y Mg**.
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Fig. 12. Efecto del Ca®" y del Mg*" sobre el potencial transmembranal (A¥) en mitocondrias
aisladas de D. hansenii, en presencia de fosfato 0.4 mM. (A) Efecto del Ca*". Las adiciones de
Ca” fueron: a, control; b, 100 puM; c, 200 uM; d, 500 uM; e, 750 uM; f, 1 mM. (B) Efecto del Mg*. Las
adiciones de Mg** fueron: a, control; b, 100 uM; ¢, 200 uM; d, 500 uM; e, 1 mM; f, 2 mM; g, 5 mM; h, 10
mM. En donde se indica se adicionaron las mitocondrias (M) 6 CCCP 5 uM, Las condiciones
experimentales fueron las mismas que en la tabla Ill.
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6.3.4. Efecto del fosfato y del K" sobre la sintesis de ATP

En las mitocondrias de D. hansenii, la transicion de la permeabilidad fue
promovida por una disminucibn en la concentracion de Pi y de los cationes
monovalentes (Na* y K*) y divalentes (Ca** y Mg?®"). La TPM provocé el abatimiento en
el AY y la consiguiente disminucion en el acoplamiento. Esto sugirié que la fosforilacion
oxidativa en estas mitocondrias puede optimizarse amentando la concentracion de los
moduladores mencionados. Para demostrar lo anterior, se midi6 la sintesis de ATP en
presencia de las tres concentraciones de fosfato utilizadas previamente (0.4, 4 y 10
mM) y variando la concentracion de K*. En presencia de fosfato 0.4 mM se observo una
velocidad de sintesis de ATP lenta (59.1 + 5.2 nmoles-min™*-mgProt™) y al incrementar
la [K*] la velocidad aument6 a 92.1 + 3.7 nmoles-min™-mgProt™. Midiendo el ensayo con
fosfato 4 mM se observé una velocidad de 105.7 + 4.6 nmoles-min*-mgProt” en
ausencia del catibn monovalente; un aumento considerable con respecto a la [Pi]
anterior. En esta misma condicion, elevando la concentracion de K™ hasta 75 mM se
optimizé6 la sintesis de ATP hasta 165.6 * 3.6 nmoles:min™-mgProt*. En la
concentracion mas elevada de fosfato probada, se observé la mayor velocidad de
sintesis de ATP 161.2 + 3.8 nmoles:minmgProt* (en promedio), la cual no fue
superada con la adicion de K+. Los resultados se muestran en la figura 13.

Al igual que en el consumo de oxigeno y el potencial transmembranal, el Piy el
K" mostraron los mismos efectos sobre la sintesis de ATP. A concentraciones bajas e
intermedias de Pi, el K* tiene un efecto sinérgico, mejorando considerablemente la
velocidad de sintesis de ATP. Por el contrario, en concentraciones de Pi elevadas, el K*

pierde su efecto y el proceso sélo es modulado por el anion. Este efecto sobre la
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sintesis de ATP proporciona mayor evidencia experimental de que este proceso puede
deberse a la TPM. Bajo las condiciones experimentales utilizadas a lo largo de este
estudio, se pudo demostrar que en este tipo de mitocondrias ocurre una transicion de la
permeabilidad que se inhibe a altas concentraciones de Pi y concentraciones

intermedias de K* (~75 mM).
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Fig. 13. Efecto del fosfato y del K* sobre la velocidad de sintesis de ATP en mitocondrias
aisladas de D. hansenii. Se utilizaron tres concentraciones fijas de Pi: 0.4 mM (o), 4.0 mM (m) y 10.0
mM (e). Mezcla de reaccion: sorbitol 1.0 M, maleato 10 mM, pH 6.8 (Tris), piruvato-malato 10 mM,
hexocinasa 162.5 pug/mL, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 2 U/mL, MgCl, 200 uM, glucosa 20 mM y
NADP" 1.4 mM, mitocondrias 0.5 mg prot/mL, volumen final 2 mL. La reaccién fue iniciada al agregar
ADP 200 uM. Cada punto representa el promedio de 4 experimentos independientes + D.E.
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7. DISCUSION

7.1. El aislamiento de las mitocondrias de D. hansenii

Para la obtencién de mitocondrias acopladas de D. hansenii, se modificaron
algunos detalles sobre el cultivo de este microorganismo y el aislamiento que suele
realizarse para otras levaduras (Uribe y cols., 1985). Se utilizé lactato como fuente de
carbono en el medio de cultivo, debido a que promueve el metabolismo aerdbico. El
lactato promueve una mayor biogénesis mitocondrial que fuentes de carbono
fermentables, como la glucosa. El NaCl 0.6 M se agreg6 al medio porgue en presencia
de esta concentracién, D. hansenii mejora su crecimiento con respecto a otros medios
de cultivo sin sal (Norkrans, 1966, Prista y cols., 1997). Ademas, se tienen estudios
previos en los que la adicién de sales al medio, modifica el metabolismo aerobio de esta
levadura, aumentando su eficiencia (Thomé-Ortiz y cols., 1998; Sdnchez y cols., 2006).
Lo anterior permitio la obtencion de una biomasa de levadura 6ptima para el aislamiento
de una cantidad de mitocondrias suficiente para los experimentos.

Se modificaron ademas algunos detalles del protocolo de extraccion de
mitocondrias. Rutinariamente, para aislar mitocondrias de levadura se emplea un medio
de extraccion a 0.6 OsM. Utilizando este medio en D. hansenii se obtienen
preparaciones mitocondriales desacopladas y con bajo rendimiento. En la literatura se
ha reportado que en el interior de la levadura se acumulan grandes cantidades de iones
y solutos compatibles como el glicerol (Gustafsson y Norkrans, 1976; Larsson y cols.,
1990). Por estas razones, el citosol de D. hansenii debe poseer una osmolaridad mucho

mayor comparada con otras levaduras. Partiendo de este hecho, se incremento la
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osmolaridad del medio de extraccion a aprox. 1 OsM. Dadas las diferencias tan grandes
que existen en la acumulacion de iones y solutos compatibles en D. hansenii, segun las
condiciones de crecimiento (Gonzalez-Hernandez y cols., 2002) y su posible
compartamentalizacion (Montiel y Ramos., 2007), se sugiere que el valor de la
osmolaridad utilizada en los experimentos puede aproximarse a la concentracion
fisiologica del citoplasma de esta levadura. Esta suposicion tiene como base que bajo
las condiciones experimentales utilizadas y en este valor de osmolaridad en particular
se obtuvieron el mejor rendimiento de aislamiento mitocondrial y el mayor acoplamiento
de la preparacion. Este valor de osmolaridad se utiliza ampliamente en diversos
estudios mitocondriales; por ejemplo, en la preservacion de los esferoplastos de S.
cerevisiae y de otras levaduras (Avéret y cols., 1998).

Asimismo, el medio de aislamiento se desionizé con la finalidad de depurar las
especies i6nicas que pudieran ejercer efectos sobre la preparacion e incluso
desacoplarla (p. ej. fosfatos, sulfatos, cationes monovalentes, etc.) (Avéret y cols.,
1998). Los tiempos de ruptura utilizados también se modificaron para optimizar el
rendimiento mitocondrial. Lo anterior se realizd porque al seguir el protocolo reportado
por Uribe y cols. (1985), las células de D. hansenii no se rompen completamente y la
cantidad de mitocondrias obtenidas es muy baja. Esto puede deberse al grosor de la
pared celular o al menor tamafo celular de D. hansenii comparado con el de otras

levaduras como S. cerevisiae (Breuer y Harms, 2006).

7.2. Lacadenarespiratoria ramificada de D. hansenii contiene una NDE.
El flujo de electrones a través de la cadena respiratoria en Debaryomyces

hansenii se puede llevar a cabo por la via citocromica y por la via alterna (Veiga y cols.,
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2003b). En 2003, estos autores reportaron la presencia de una AOX expresada
presumiblemente solo en la fase estacionaria de crecimiento de esta levadura. Ademas,
sugirieron la presencia de otros componentes respiratorios alternos en D. hansenii, al
observar que el consumo de O, provocado por NADH en particulas submitcondriales no
se inhibe completamente con rotenona. En el presente estudio se demuestra la
existencia de una sola NDH2 ubicada en la cara externa de la MMI. Esta NDH2 externa
(NDE) es capaz de utilizar al NADH exogeno y transferir los electrones a la poza de
qguinonas para que continlen su camino hasta el O,. El consumo de oxigeno utilizando
el NADH como sustrato respiratorio es mucho mayor que con piruvato-malato o
succinato (en estado IV y estado lll), pero el CR es menor. Esta aceleracién en el
consumo de O, y el menor acoplamiento observado al inducir el estado |ll,
posiblemente ocurra porque los electrones donados por la NDE se transfieren
principalmente por la via alterna (sin acoplarse a la sintesis de ATP). Este
comportamiento, se ha observado en experimentos realizados con las mitocondrias
aisladas de Y. lipolytica, en donde presumiblemente la NDE se encuentra en un alto
porcentaje asociada con la AOX, canalizando los electrones del NADH directamente a
ésta, lo que reduce considerablemente la transferencia a través de la via citocromica
(Guerrero-Castillo y cols., 2009).

La AOX, al no estar acoplada al bombeo de protones, permite que el flujo de
electrones ocurra mas rapido y por lo tanto, la reduccion del oxigeno por unidad de
tiempo es mayor. La combinacion de la NDE y la AOX parece establecer un sistema de
reoxidacion del NADH citosolico que, aunque fuese futil, permitiria un elevado ritmo
metabdlico independiente de la fosforilacion oxidativa. Este sistema, aparentemente es

utilizado como un mecanismo de detoxificacion de radicales libres muy eficiente, al
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mantener la poza de quinonas oxidada aun en presencia de un flujo de electrones
acelerado. La asociacion de la NDE y la AOX, podria llevarse a cabo también en las
mitocondrias de D. hansenii y ser la causa del pequefio acoplamiento observado en
presencia del NADH (CR = 1.27). En esta situacion, la pequefia fraccion de los
electrones donados que se van por la via citocromica, estaria acoplada a la sintesis de
ATP. En el futuro, se analizaran con mas detalle las posibles causas de este cambio tan
abrupto en el acoplamiento al utilizar distintos sustratos respiratorios y se diferenciara la
ruta principal que toman los electrones en cada caso.

El consumo de oxigeno en presencia de NADH exdgeno en las mitocondrias de
D. hansenii se inhibe por flavona. Este compuesto ha sido reportado ampliamente como
un inhibidor especifico de las NDH2s. La concentracion maxima de inhibicion del
consumo de oxigeno producido por NADH exdgeno en las mitocondrias aisladas de
Plasmodium yoelli yoelli y Paracoccidioides brasiliensis por flavona, es de 500 uM en
ambas especies (Uyemura y cols., 2008; Martins y cols., 2008). ElI consumo de O,
producido por NADH exdgeno en las mitocondrias de Ustilago maydis se inhibe en
presencia de 250 uM de flavona (Juarez y cols., 2004). En 1988, de Vries y Grivell
caracterizaron la inhibicibon de la actividad de deshidrogenasa de la NADH:Qg
oxidoreductasa de S. cerevisiae por flavona, reportando una ICso de 95 uM. En dicha
caracterizacion se observa que en presencia de 300 uM de flavona, la actividad no se
pierde por completo y se mantiene en un 20%. La concentracion con la que se logra
inhibir completamente el consumo de O, por flavona en las mitocondrias aisladas de D.
hansenii es de aproximadamente 600 upM, congruente con las concentraciones

inhibitorias reportadas en la literatura.
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Por otro lado, se observo que la rotenona inhibe en una pequefa proporcion esta
respiracion promovida por NADH exdgeno. Esta inhibicién ocurre probablemente por la
presencia de particulas submitocondriales en la preparacion que pueden utilizar
directamente el sustrato a través del complejo I. Para determinar si esto es lo que
ocurre, se realizara un procedimiento de purificacion adicional colocando la muestra
mitocondrial en un gradiente de percoll o sacarosa y ultracentrifugando para recuperar
Gnicamente a las mitocondrias enriquecidas en una de las fases. De continuar la
inhibicién, se determinard si la rotenona inhibe inespecificamente a la NDE de D.
hansenii o bien si su efecto ocurre a nivel de algun otro complejo respiratorio.

En la cadena respiratoria ramificada de S. cerevisiae se encuentran dos NDH2
externas y una NDH2 interna, mientras que en la de Y. lipolytica so6lo existe una NDH2
externa (Kerscher y cols., 1999). Ante esto, se realizaron basquedas y comparaciones
de las secuencias proteicas codificadas en D. hansenii por BLAST, para determinar si la
utilizacién del NADH exdgeno pudiera deberse no solo a una isoforma de la NDE. El
analisis arroj6 solo una secuencia candidata con alta similitud a las NDH2, anotada
como proteina hipotética DEHA2D07568p. Esta secuencia se compard contra toda la
base de datos y cruzo6 principalmente con las secuencias de las NDE alojadas en la
base de datos hasta el momento. Los porcentajes de identidad y similitud de esta
secuencia son relativamente altos con respecto a la totalidad de las secuencias contra
las que se compard, denotando una gran conservacion en este tipo de proteinas.
Asimismo, esta proteina presenta los motivos conservados descritos en las otras
NDH2s, los cuales presentan secuencias altamente conservadas. Este estudio in silico
demuestra que en el genoma de D. hansenii, aparentemente no se codifican otras

isoformas de la NDE ni tampoco NDIs.
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7.3. Latransicion de la permeabilidad mitocondrial en D. hansenii

En las mitocondrias aisladas de D. hansenii y bajo las condiciones
experimentales utilizadas, se lleva a cabo una transicion de la permeabilidad sensible a
diversos iones inorganicos. Este fendmeno fue evidenciado por diferencias en el
acoplamiento (CR), potencial transmembranal (AY) y sintesis de ATP al variar las
concentraciones de fosfato, Ca®" y otros iones.

La sensibilidad de este tipo de transicion de la permeabilidad al fosfato y a los
cationes divalentes en las mitocondrias de D. hansenii sugiere la existencia de un poro
inespecifico (MUC) como los que se han estudiado previamente en las mitocondrias
aisladas de los mamiferos (Beutner y cols., 1998) y de S. cerevisiae (Manon y cols.,
1997). En D. hansenii, el fosfato evita la transicién de la permeabilidad (cierra el MUC)
con una menor afinidad que la reportada para el poro de S. cerevisiae (Manon y cols.,
1997; Pérez-Vazquez y cols., 2003). En esta ultima, las concentraciones de fosfato
arriba de 1 mM, son capaces de inhibir la transicion de la permeabilidad, mientras que
en D. hansenii se inhibe a una mayor concentracion (~10 mM).

Una caracteristica bien documentada es que para cualquier mitocondria
individual se presenta un fendmeno de “todo o nada”, es decir, las mitocondrias
presentan o no la TPM (p. ej. son normales o hinchadas totalmente), sin estados
intermedios (Bernardi, 1999). Esto mismo se aplica para la apertura y cierre del MUC,;
las mitocondrias que presenten la TPM presentan el poro abierto y las que no, tienen el
poro cerrado. Sin embargo, en la preparacion de mitocondrias aisladas, cada una posee
diferente sensibilidad a los efectores; asi, la magnitud de la dispersion de la luz

observada en una suspension mitocondrial refleja el numero de organelos de la
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poblacién que presenta la TPM, mas que un aumento concertado y uniforme en el
volumen o en el valor del AY de todas las mitocondrias en suspension (Bernardi, 1999).
Por esta razon, el cierre del posible MUC de D. hansenii que ocurre al aumentar la
concentracion de Pi u otros moduladores, no se da por un cambio en el calibre del poro,
sino que en las diferentes concentraciones de los efectores, observamos un porcentaje
de mitocondrias con el MUC abierto y el otro restante con el MUC cerrado. Cuando la
concentracion de los inhibidores de la TPM (en este caso el Pi y los cationes
monovalentes y divalentes) alcanza su maximo efecto, todas las mitocondrias poseen el
MUC cerrado, es decir, ninguna presenta la TPM.

Ademés, se ha descrito ampliamente que los cationes divalentes (Ca** y Mg®")
modulan la apertura del MUC en mitocondrias de diferentes especies. En los
mamiferos, el Ca®" abre el PTP (Bernardi y cols, 1993). En S. cerevisiae, los cationes
divalentes cierran el YMUC (Pérez-Vazquez y cols., 2003). La imposibilidad del Ca®*
para abrir el poro en la levadura puede deberse a la inexistencia de un acarreador
especifico del catién y a su baja captacién en estas mitocondrias (Uribe y cols., 1992).
En las mitocondrias de D. hansenii, ambos cationes divalentes inhiben la transicion de
la permeabilidad, bajo las condiciones experimentales utilizadas. Asimismo, se pudo
notar que la transicién de la permeabilidad de D. hansenii presenta mayor sensibilidad
al Ca** que al Mg?".

Por otro lado, la exposicion al Na' y al K' a la que estan sometidas
constantemente las mitocondrias de D. hansenii sugiere la existencia de adaptaciones o
mecanismos que regulen estrictamente la permeabilidad de dichos cationes. De otro

modo, un ciclo electroforético de estos cationes a través de la MMI resultaria en el
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abatimiento del AY y el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Garlid, 1988). En
presencia de una concentracion de Pi baja, la adicion de altas concentraciones de Na™ y
K" en las mitocondrias de S. cerevisiae abate el A¥ y disminuye la sintesis de ATP. Por
el contrario, si la concentracion de Pi es elevada, los cationes monovalentes no afectan
el AY (Castrejon y cols., 1997).

En ausencia de Piy K*, las mitocondrias aisladas de D. hansenii mostraron una
velocidad baja de consumo de oxigeno en estado IV y estado Ill. Aumentando la
concentracion del cation monovalente hasta 75 mM y en presencia de 0.4 y 4 mM de Pi,
se observé un aumento en el CR, el A¥ y en la sintesis de ATP; este efecto desaparece
en presencia de Pi 10 mM. Lo anterior pone en evidencia un efecto acoplante del cation
monovalente sobre la fosforilacion oxidativa. Se sugiere, que este acoplamiento es
causado por la interaccion del catibn monovalente con el MUC. El K* modula su
apertura-cierre con una mayor afinidad que el Pi, cuando este ultimo se encuentra en
bajas e intermedias concentraciones. Al incrementar la concentracion de K* arriba de 75
mM se observé una disminucion considerable en el AY. Lo anterior podria deberse a un
cambio de osmolaridad en la mezcla de reaccion que resulta en el desacoplamiento de
la muestra y no a un efecto provocado propiamente por el cation monovalente.

Ante la posibilidad de que el Na* exhibiera un efecto diferente al observado, se
midié el A¥ en presencia del cation monovalente y ademas junto con el K*. El efecto del
Na* sobre el potencial transmembranal fue el mismo que con el K*. Al agregar ambos
cationes se observo un efecto aditivo. Este resultado demuestra que el MUC de D.

hansenii es sensible indistintamente al Na* y al K.
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El papel acoplante del Na* y K*, nunca antes se habia observado en mitocondria
y sugiere que su ocurrencia en D. hansenii se debe a una adaptacion producida por la
presencia constante de sales en el medio. En todas las mitocondrias descritas, la
permeabilidad del K* es altamente controlada por medio de un sistema de reciclaje.
Este sistema involucra la captacion del cation a través de un uniportador y su posterior
expulsion por medio de un antiportador K*/H*. Este proceso provoca una disminucion
del gradiente eléctrico a través de la MMI y el gasto de energia como consecuencia.
Con este mecanismo se garantiza el mantenimiento del volumen mitocondrial éptimo
para el adecuado funcionamiento del organelo (Garlid, 1988). Al ocurrir esto en la
mitocondria de D. hansenii, una gran cantidad de energia se pierde por la elevada
concentracion de cationes monovalentes a la que esta expuesta. La existencia de un
MUC regulado por cationes monovalentes en D. hansenii provee de un mecanismo de
control exclusivo del funcionamiento mitocondrial. Dos posibles causas de esta
modulacién podrian deberse a la existencia de un sitio especifico para catién
monovalente en algun componente del MUC o bien que las conformaciones que adopta
el poro sean sensibles particularmente al cambio de la fuerza iénica del medio,
producida principalmente por las concentraciones de Na* y K™,

La inhibicion de la transicion de la permeabilidad en D. hansenii en presencia de
Na® y K" podria permitir que la fosforilacion oxidativa no se vea afectada por el ciclo fatil
de transporte de los cationes monovalentes. Cuando el MUC se encuentra cerrado, la
permeabilidad a los cationes monovalentes se veria drasticamente reducida,
permitiendo que la energia del gradiente electroquimico de H® se aproveche
Optimamente para la sintesis del ATP. Asimismo, en la glucdlisis de éste organismo se

ha demostrado que en presencia de cationes monovalentes hay un aumento en la
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actividad de la via (Sanchez y cols., 2006). Estos efectos de las sales sobre la glucdlisis
y el metabolismo mitocondrial, explicarian en gran medida el incremento en la tasa de
crecimiento de esta levadura cuando se cultiva en ambientes hipersalinos.

La caracterizacion de una mayor cantidad de mitocondrias aisladas de diferentes
especies ha permitido evidenciar que estos organelos han evolucionado junto con la
célula para adaptarse al ambiente donde residen. Como resultado de estas
adaptaciones, existe una variacion en la composicion proteica del organelo. Se ha
observado que esta variabilidad, al menos en los componentes de la cadena
respiratoria, no ocurre de manera aleatoria. Por ejemplo, al analizar un grupo de 21
especies de levaduras, doce poseen tanto el complejo | como la AOX, mientras que
una, Pichia anomala, posee solo la AOX y no el complejo | (Veiga y cols., 2003a); las
otras restantes no poseen ni complejo | ni AOX. Esta distribucion refleja que la
ocurrencia de proteinas mitocondriales como las AOXs podria tener otras funciones en
conjunto con componentes especificos de la cadena respiratoria, ademas de permitir la
existencia de una ruta alterna resistente a inhibidores.

La levadura S. cerevisiae no posee complejo | ni AOX, pero en sus mitocondrias
si se forma un MUC. Por otro lado, Y. lipolytica y D. hansenii, que son levaduras
evolutivamente relacionadas (Dujon y cols., 2004), parecen poseer una composicién de
la cadena respiratoria muy conservada (las dos contienen complejo | y AOX). A pesar
de esto, la primera no lleva a cabo una transicion de permeabilidad, mientras que la
segunda si. Con esto podria pensarse que la formacion del MUC, no depende
unicamente de la presencia de las proteinas que lo conforman (ANT, PiC, etc.), sino
que ademas podria depender de la presencia de otras proteinas de las membranas

mitocondriales (entre éstas las de la cadena respiratoria). Ademas, el MUC podria
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formarse preferentemente en mitocondrias que posean sitios particulares generados por
la distribucion y arreglos especificos de las proteinas sobre la superficie de las
membranas mitocondriales (p. €j. en los puntos de contacto de la MMI con la MME).

Hasta el momento, la formacion del MUC en levaduras continua siendo un
enigma y aun no se han realizado suficientes estudios para determinar las causas por
las que se puede ensamblar y controlar la TPM. Por este motivo, se pretende continuar
con la caracterizacion del MUC en ésta y otras levaduras con la finalidad de esclarecer
las causas de la existencia de este tipo de estructura en levaduras, determinar el papel
fisioloégico que tiene y establecer si otras proteinas como los complejos respiratorios y
acarreadores intervienen directamente en su ensamblaje.

Para demostrar fehacientemente la existencia del MUC en D. hansenii como el
responsable de la transicion de la permeabilidad descrita en este estudio, se pretende
por un lado disefiar un protocolo para medir el hinchamiento-recontraccién de las
mitocondrias aisladas de D. hansenii, siguiendo los cambios de As4o. Este experimento
ha sugerido en otro tipo de mitocondrias que el cambio de volumen mitocondrial
observado es debido a la apertura o cierre de un poro inespecifico (Pérez-Vazquez y
cols., 2003; Gutiérrez-Aguilar y cols., 2007, 2009). En el caso de este tipo de
mitocondrias, la limitante al emplear este tipo de experimento, hasta el momento, ha
sido la imposibilidad de observar el hinchamiento inducido por la adicion de K*. En este
estudio se propone que los cationes monovalentes inhiben la TPM cerrando el MUC,
por lo que no se observaria hinchamiento al agregar estos cationes, a diferencia de lo
observado en las mitocondrias de otras fuentes (Pérez-Vazquez y cols., 2003). Por otro
lado, en estudios preliminares, se pudo notar hinchamiento al medir los cambios de As4

de una muestra mitocondrial en estado IV en presencia de mersalil y ausencia de K.
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Asimismo, en presencia de mersalil y 75 mM de K*, se observa un incremento de
volumen mitocondrial, aunque menor que en el caso anterior. De confirmarse estos
resultados, se podria apoyar en mayor medida la premisa de que la TPM descrita en
este estudio se debe a la formacion de un MUC y que consistentemente con lo descrito,
tiene una sensibilidad particular a la concentracion de cationes monovalentes.

Otra propuesta experimental para la caracterizacion del MUC, es la construccion
de cepas mutantes de D. hansenii que carezcan de alguna de las proteinas que se han
sugerido como componentes del MUC en S. Cerevisiae y otros organismos (Zamzami y
Kroemer, 2001; Gutiérrez-Aguilar y cols., 2007). Tal es el caso del VDAC, el ANC y el
PiC. En teoria, la eliminacion de cualquiera de estas proteinas, evitaria la formacion del
MUC y se perderia la transicion de la permeabilidad. La eliminacién de cualquiera de
estas proteinas, podria afectar otros procesos celulares vitales como el transporte de
intermediarios de la sintesis de ATP que pudieran generar la inviabilidad de las cepas
mutantes. Ante esto, una mejor estrategia parece ser la mutagénesis dirigida para
cambiar residuos especificos que modifiquen la afinidad de los componentes del MUC y
observar si con esto se pierde la TPM y la sensibilidad descrita en este trabajo al fosfato
y a los cationes monovalentes y divalentes. Lo anterior permitird esclarecer si los
efectos descritos son debidos en realidad a la existencia de un MUC regulado
especificamente por los cambios de concentracion de los diversos iones inorganicos

gue se utilizaron a lo largo de este estudio.
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8. CONCLUSIONES

En las mitocondrias de Debaryomyces hansenii existe una NADH
deshidrogenasa tipo Il localizada en la cara externa de la membrana mitocondrial

interna, sensible a flavona.

La presencia de Na* y K™ aumenta el rendimiento de la fosforilacién oxidativa de
las mitocondrias aisladas de D. hansenii. Esta optimizacion ocurre al evitarse la

transicion de la permeabilidad mitocondrial.

En D. hansenii, se lleva a cabo una transicion de la permeabilidad mitocondrial
(TPM) y se propone que probablemente ocurre por la presencia de un canal
inespecifico mitocondrial (MUC). En este organismo, la TPM es excepcionalmente

inhibida en presencia de concentraciones elevadas de Na* y K.

El fosfato y los cationes divalentes inhiben también la transicion de la
permeabilidad en las mitocondrias de D. hansenii. La TPM en este tipo de mitocondrias,
presenta mayor sensibilidad al Ca®" que al Mg* y se cierra con concentraciones

mayores de fosfato a las reportadas en la TPM de S. cerevisiae.
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9. PERSPECTIVAS

Se estudiara la transicion de la permeabilidad mitocondrial en D. hansenii en
presencia de concentraciones de fosfato, Na* y K mas elevadas y congruentes con las
reportadas en la literatura. Para lo anterior sera necesario modificar las condiciones de
los ensayos para evitar el desacoplamiento de la muestra por los cambios de
osmolaridad. Ademéas se analizaran los efectos que presentan otros moduladores

descritos en los diversos tipos de MUCs.

Se realizaran diversas estrategias experimentales que permitan determinar
fehacientemente la existencia del MUC en este tipo de mitocondrias. Ademas seria
interesante en este caso realizar una comparacion entre las proteinas que se han
propuesto como parte de los MUCs, con el fin de identificar la existencia de diferencias
importantes que permitirian establecer las razones por las cuales se puede conformar y

abrir el MUC para permitir la transicién de la permeabilidad.

Se continuard el estudio de la cadena respiratoria ramificada en las mitocondrias
aisladas de esta levadura para entender de mejor manera la participacion de los
componentes alternos en el transporte de electrones a través de las vias citocromica y
alterna. Se observard también si la expresion de las enzimas respiratorias varia de
acuerdo a la fase de crecimiento. Ademas se caracterizaran las asociaciones que
existen entre los complejos respiratorios en este tipo de mitocondrias y determinar si

éstas también son sensibles o0 no a la presencia de Na* y K.
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Abstract The yeast Debaryomyces hansenii is considered
a marine organism. Sea water contains 0.6 M Na' and
10 mM K'; these cations permeate into the cytoplasm of D.
hansenii where proteins and organelles have to adapt to
high salt concentrations. The effect of high concentrations
of monovalent and divalent cations on isolated mitochon-
dria from D. hansenii was explored. As in S. cerevisiae,
these mitochondria underwent a phosphate-sensitive per-
meability transition (PT) which was inhibited by Ca*" or
Mg®". However, D. hansenii mitochondria require higher
phosphate concentrations to inhibit PT. In regard to K" and
Na*, and at variance with mitochondria from all other
sources known, these monovalent cations promoted closure
of the putative mitochondrial unspecific channel. This was
evidenced by the K'/Na -promoted increase in: respiratory
control, transmembrane potential and synthesis of ATP. PT
was equally sensitive to either Na' or K'. In the presence of
propyl-gallate PT was still observed while in the presence
of cyanide the alternative pathway was not active enough to
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generate a AV due to a low AOX activity. In D. hansenii
mitochondria K™ and Na* optimize oxidative phosphoryla-
tion, providing an explanation for the higher growth
efficiency in saline environments exhibited by this yeast.
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Monovalent cations - Debaryomyces hansenii -
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Introduction

Debaryomyces hansenii is normally found among the
microorganisms populating sea waters and other habitats
with low water activity where its halotolerance is an
advantage (Norkrans 1966; Norkrans and Kylin 1969).
This yeast has found diverse biotechnological applications
in recent years, such as production of dairy products and of
lytic enzymes of commercial interest (Breuer and Harms
2006). In cheese manufacturing, D. hansenii is a choice for
starter cultures as it catalyzes proteolysis and lipolysis
without fermenting sugars (Fadda et al. 2004). This yeast is
also attractive for study due to its ability to grow under
extreme conditions such as very low temperatures (Norkrans
1966), widely different pHs (Norkrans 1966; Hobot and
Jennings 1981) and high salt concentrations (Norkrans 1966,
Norkrans and Kylin 1969; Prista et al. 2005; Ramos 2006).
The genome of D. hansenii was reported by the génolevure
project (Sherman et al. 2004).

At least part of the halotolerance of D. hansenii may be
due to its potent monovalent cation transporters, present
both in the plasma membrane (Hobot and Jennings 1981;
Prista et al. 1997; Thomé-Ortiz et al. 1998) and in the
vacuole (Montiel and Ramos 2007). However, its proteins
and enzymes have to be resistant to salts, because in the
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presence of high (0.5—1.0 M) external NaCl the cytoplasmic
concentrations of monovalent cations (Na" and K ") reach
the hundred mM range (Gonzalez-Hernandez et al. 2004).
Given the choice, D. hansenii accumulates KCI instead of
NaCl (Norkrans and Kylin 1969; Thomé-Ortiz et al. 1998)
but both cations seem to have the same effects on D.
hansenii, e.g. the expression of NADP-glutamate dehydro-
genase and glutamine synthetase is modified by either Na*
or K'; this regulation has not been observed in Saccharo-
myces cerevisiae (Alba-Lois et al. 2004). The Na/K" effect
provides an explanation for the increase in biomass
obtained when D. hansenii is grown in the presence of
high salt concentrations (Prista et al. 1997) and fuels the
notion that D. hansenii is halophilic and not just osmoto-
lerant (Gonzalez-Hernandez et al. 2004).

In the cytoplasm of D. hansenii, enzymes are not the
only structures exposed to high salts. Organelles also have
to deal with concentrations around 0.4 M NaCI/KCl (Neves
et al. 1997; Gonzalez-Hernandez et al. 2004). Thus, it
would be interesting to analyze the physiology and salt
adaptability of each organelle. To do this, we decided to
characterize the effect of high salt concentrations on the
isolated mitochondria from D. hansenii. We theorized that
the mitochondrial adaptation to high salt concentrations
would have to include strict regulation of cation perme-
ability; otherwise, an electrophoretic cycling of the mono-
valent cation across the inner mitochondrial membrane
would result in the depletion of the transmembrane
potential (AW¥) and in uncoupling (Garlid 1988). Indeed,
in mitochondria isolated from the yeast S. cerevisiae
addition of increasing concentrations of K or Na' in the
presence of low phosphate results in depletion of the AU
and a decrease in the synthesis of ATP (Castrejon et al.
1997). By contrast, at high phosphate concentrations
monovalent cations do not affect the AV, and in these
conditions a Mg>*- and quinine-sensitive uptake of *°Rb" is
observed (Castrejon et al. 2002).

The permeability transition (PT) occurs when a large
mitochondrial unspecific channel (MUC) opens in the inner
mitochondrial membrane allowing ions to flow freely into
and out from the matrix depleting chemical and electrical
gradients (Bernardi et al. 1994; Zoratti and Szabo 1995).
The most studied MUCs are those from mammalians and
from S. cerevisiae (Manon et al. 1998). The mammalian
MUC is open by Ca®" in the presence of high phosphate
and is closed by ATP and the cyclophylin-D inhibitor
cyclosporine-A (Halestrap and Davidson 1990). In S.
cerevisiae mitochondria, both phosphate (Guérin et al.
1994) and Ca®" (Pérez-Véazquez et al. 2003) prevent the
PT. Thus, it was of interest to determine whether Ca**
opens or closes the D. hansenii MUC. The structure,
properties and regulating factors of the MUCs vary between
different species (Pavlovskaya et al. 2007; Brustovetsky et
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al. 2002; Kusano et al. 2009). However, an organelle
normally exposed to high monovalent cation concentrations
should be able to block its own conductance to the salts
found in high concentrations.

The mitochondria from at least two salinity-adapted
yeast species, Endomyces magnusii and Yarrowia lip-
olytica, do not seem to undergo PT unless a high
concentration of Ca®>" plus the Ca®>" ionophore ETH129
are added (Deryabina et al. 2004; Kovaleva et al. 2009).

We characterized the PT in isolated mitochondria from
D. hansenii. We detected a MUC which exhibits a
sensitivity to Ca*" and Mg>" which was similar to the S.
cerevisiae channel. Also, the D. hansenii MUC was closed
by phosphate, although at higher concentrations than the S.
cerevisiae channel. In addition, we observed that this
channel was different to the MUCs from S. cerevisiae,
plants or mammalians, in that it was regulated by
monovalent cations, i.e. increasing concentrations of Na*
or K" closed the D. hansenii mitochondrial channel. It is
becoming increasingly evident that the physiological role
and the control mechanisms of mitochondrial unspecific
channels may be different depending of the species under
study.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals were reagent grade. Sorbitol, Trizma® base,
maleic acid, pyruvic acid, malic acid, NADH, NADP,
antifoam emulsion, ADP, safranine-O, hexokinase and
bovine serum albumin (BSA) type V were from Sigma
Chem Co. (St Louis, MO). Lyophilyzed glucose-6-
phosphate dehydrogenase was from Boerhinger-Manheim.

Yeast strains The yeast Debaryomyces hansenii strain
Y7426 (US Dept. of Agriculture) was used throughout this
work. The strain was maintained in Na-YPGal (1% yeast
extract, 2% bacto-peptone, 2% galactose, 1 M NaCl and 2%
bacto-agar) plate cultures.

Yeast growth media for mitochondrial isolation

Cells were grown as follows: three 100 mL pre-cultures
were prepared immersing a loophole of yeast into 100 mL
of Na-YPLac (1% yeast extract, 2% bacto-peptone, 2%
lactate, pH 5.5 adjusted with NaOH plus NaCl to reach a
final 0.6 M Na" concentration). Antifoam emulsion 50 pL/L
was added to the medium. Flasks were incubated for 36
hours under continuous agitation in an orbital shaker at
250 rpm in a constant-temperature room (30°C). Then,
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each 100 mL flask was used to inoculate 750 mL of fresh
medium. Incubation was continued for 24 h under the same
conditions. At a final optical density of 1.6-2.0, the culture
was in the mid to late logarithmic growth phase; the cells
were harvested at this stage, before they became resistant to
disruption.

Isolation of coupled mitochondria from Debaryomyces
hansenii

D. hansenii cells were collected and washed by centrifuga-
tion and suspended in distilled water. After a second
centrifugation, the cells were suspended in ice-cold isolating
medium containing 1 M sorbitol, 10 mM maleate, 0.2%
bovine serum albumin, pH 6.8 (Tris). The cells were poured
into a Bead-Beater 300 mL flask containing 70% v/v 0.5-mm-
diameter glass beads. The container was introduced in an ice-
jacketed chamber and cells were subjected to four 20 s pulses
at 2 min intervals. After homogenization, mitochondria were
isolated by differential centrifugation following a protocol
described for S. cerevisiae mitochondria (Pefia et al. 1977).
The final mitochondrial pellet was resuspended in 500 uL
ice-cold isolation medium.

Some details on the isolation of mitochondria seem
pertinent as the procedure is slightly different to the usual
procedures (Uribe et al. 1985). Sorbitol was deionized
before use (Averet et al. 1998). Osmolarity was 1 OsM;
lower osmolarities resulted in uncoupled mitochondria. The
same osmolarity was used during all experiments. We did
not use zymolyase and/or lyticase to disrupt the membrane
due to the rapid inactivation of mitochondria that ensues
during the isolation procedure. Instead, we used a Bead-
Beater with a large amount (70% v/v) of glass beads. The
speed of the Bead-Beater was maintained at half maximum
by means of a rheostat, to avoid disruption and uncoupling
of mitochondria.

Protein quantification

The concentration of mitochondrial protein was determined
by the biuret method (Gornal et al. 1949). Optical
absorbance was determined at 540 nm in a Beckman DU-
50 spectrophotometer. Protein was determined using BSA
as a standard.

Oxygen consumption

The rate of oxygen consumption was measured in the
resting state (State IV) and in the phosphorylating state
(State III), using an YSI-5300 Oxygraph equipped with a
Clark-Type electrode (Yellow Springs Instruments Inc. OH)
interfaced to a chart recorder. The reaction vessel was a
water-jacketed chamber maintained at 30°C. Mitochondria,

0.5 mg protein(mL) . The reaction mixture was 1 M
sorbitol, 10 mM maleate, pH 6.8 (Tris); 10 mM pyruvate-
malate was added as a substrate. Final volume was 1.5 mL.
The concentrations of phosphate (Pi) and K™ used are
indicated in the legends of each illustration. Stock solutions
were 2 M KCl or NaCl and 1 or 0.1 M phosphate buffer pH
6.8 (Tris).

Transmembrane potential (A W)

The transmembranal potential was determined using
safranine-O, following the absorbance changes at 511-
533 nm in a DW2000 Aminco spectrophotometer in dual-
wavelength mode (Akerman and Wikstrom 1976). We used
a final concentration of 0.5 mg protein/mL of mitochondria.
Yeast mitochondria were assayed in the respiration medium
plus 10 uM safranine-O. The concentrations of K™ and Pi
are indicated under each figure. Where indicated, the
uncoupler p-chloromethoxycarbonylcyanide phenylhydra-
zone (CCCP) was added to a final concentration of 5 uM.

ATP synthesis

An enzyme—coupled assay system containing 162.5 pg/mL
hexokinase, 2 U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase,
20 mM glucose, 1.4 mM NADP', 200 pM MgCl, and
10 mM pyruvate-malate, was used to measure the rate of ATP
synthesis. The reaction was started by adding 200 pM ADP.
The reduction of NADP" was followed in a DW2C Aminco/
Olis spectrophotometer in dual mode at 340-390 nm (Cortés
et al. 2000). The NADPH extinction coefficient used was
6.22x10> (M-cm) '. The lyophilized enzymes were sus-
pended prior to each experiment as follows: hexokinase was
suspended in water to 13 mg/mL and glucose-6-phosphate
dehydrogenase was suspended in a 5 mM citrate buffer pH 7
to a final concentration of 200 U/mL. Oligomycin (10 pg/mg
prot) was used to determine the basal ATP synthesis; which
was subtracted from the experimental data. The concentra-
tions of Pi are indicated in the legend to the figure.

Results and discussion

In D. hansenii mitochondria oxygen consumption
is coupled by phosphate and by monovalent cations

In all cases, the isolated mitochondria from D. hansenii
exhibited the same sensitivity to KCl or NaCl. Thus, we are
presenting mainly the results obtained with KCI. We chose
to show the K’ effect because in the presence of both
cations D. hansenii prefers to concentrate K'; faster and
with more affinity than Na® (Thomé-Ortiz et al. 1998;
Gonzalez-Hernandez et al. 2004). The isolated mitochon-
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dria from D. hansenii exhibited a slow rate of oxygen
consumption both in state IV and in state III, suggesting that
the respiratory chain needed the presence of a monovalent
cation in order to work at full speed (Table 1). The role of K*
as an activator of the respiratory chain of mitochondria from
yeast (Uribe et al. 1991) and mammalians (Pefia et al. 1964;
Goémez-Puyou et al. 1969; Goémez-Puyou and Tuena de
Gomez Puyou 1977) has been described. The respiratory
control (RC) is a measure of the ‘integrity’ of mitochondria
preparation and coupling efficiency between the respiratory
chain and the F{Fy-ATP synthase (Nicholls and Ferguson
2001). In D. hansenii it was observed that at 0.4 mM Pi
mitochondria were uncoupled as evidenced by a RC of 1.0
(Table 1). Then, addition of different concentrations of K*
led to higher rates of oxygen consumption and to an
increased RC (Table 1) as follows: At 0 to 20 mM K, RC
was 1.0. However, at 50 mM K" RC was 1.33 and increased
to 1.73 at the maximum K" concentration tested (75 mM)
(Table 1). When the phosphate concentration was raised to
4.0 mM, the rates of oxygen consumption were higher
(Table 1) and a RC of 1.27 was observed in the absence of
K" (Table 1). Then, as different K" concentrations were
added, the RC increased such that at 75 mM K', RC=2.29
(Table 1). In the presence of 10 mM Pi, the rates of oxygen
consumption were similar to those obtained at 4 mM Pi
(Table 1) and the RC was 2.14 in the absence of K, and
increased only slightly at the K' concentrations tested
(Table 1), i.e. 10 mM Pi closed the channel without K.
Even though Pi has the same coupling effect in D. hansenii
mitochondria as in those from S. cerevisiae (Manon and
Guérin 1997), the D. hansenii organelles need ten times
more Pi to close the unspecific channel. In isolated
mitochondria from S. cerevisiae (Gutiérrez-Aguilar et al.
2010) or mammalians (Leung and Halestrap 2008) the Pi site
has been located in the inner membrane and it has been
tentatively identified as the phosphate carrier.

In D. hansenii mitochondria, opening of a Pi/K *-sensitive
unspecific channel results in depletion of the
transmembrane potential (A W)

The oxygen consumption data suggested that there is a
MUC in D. hansenii. Another yeast species, S. cerevisiae
contains a MUC which is closed by 1-2 mM phosphate
(Manon and Guérin 1997). Thus, in order to further explore
the sensitivity of the putative MUC from D. hansenii
mitochondria to Pi, the electric transmembrane potential
(AWV) was measured in the presence of 0.4, 4.0 and 10 mM
Pi (Fig. 1). At 0.4 mM Pi, the AV was low and unstable
(Fig. 1a, trace a). Then in the presence of 4.0 mM Pi the
AW became higher and gained stability (Fig. 1b, trace a)
and it reached a high, stable AWV at 10 mM Pi (Fig. lc,
trace a) or higher (Result not shown). These results
suggested that D. hansenii contain a permeability transi-
tion pore similar to that observed in S. cerevisiae
mitochondria, although the organelle from D. hansenii
requires a higher Pi concentration to close. The oxygen
consumption effects reported in Table 1 also suggested
that Pi and monovalent cations exhibit synergistic effects.
Thus, to further explore the monovalent cation effect, the
AW was measured at each of the Pi concentrations tested
and in the presence of increasing K*. At 0.4 mM Pi where
the AU was unstable, increasing concentrations of K*
resulted in higher, more stable AV, indicating that at the
low Pi concentrations the monovalent cation aided to seal
the unspecific channel (Fig. 1a, traces b to ¢). At 4 mM Pi,
the AW was low in the absence of K* and increased with K"
concentrations. This result probably indicates that Pi was
able to partially close the channel, although K" was still
needed to achieve full closure (Fig. 1b). At 10 mM Pi, the
highest concentration tested, MUC was completely closed
and the monovalent cation did not have further effects

(Fig. 10).

Table 1 Effect of phosphate (Pi) and K™ on the rate of oxygen consumption and respiratory control of isolated mitochondria from Debaryomyces

hansenii
0.4 mM Pi 4.0 mM Pi 10.0 mM Pi

[K'] (mM) v 111 RC v 11 RC v 11 RC
0 75+6 75.0+6 1.0 130+9 165+8 1.27 129+6 277+9 2.14
10 79+3 79.0+3 1.0 127 £ 10 191 £ 13 1.51 127+6 273 +£ 14 2.16
20 79+3 79.0+3 1.0 128+8 220 £ 16 1.72 129+6 281 £ 12 2.18
50 127+3 168+5 1.33 122 +6 249+4 2.05 124+5 285+3 2.31
75 127+3 219 £ 1 1.73 11449 261 £9 2.29 131 £7 293+5 2.24

The rates of oxygen consumption in resting state (IV) and phosphorylating state (III) are expressed in natgO,(min'mg prot) ' . The respiratory
control (RC) is the III/IV quotient. Reaction mixture: 1 M sorbitol, 10 mM maleate, pH 6.8 (Tris). The subtrate was always 10 mM pyruvate-
malate. Three different phosphate (Pi) concentrations and five different KCl concentrations were used as indicated. State III was initiated by
adding 500 M ADP. Mitochondria 0.5 mg prot-(mL)~" . Temp 30°C, final vol 1.5 mL. Data from 3 different experiments.
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Fig. 1 Effectof K™ and phosphate on the transmembrane potential (A¥)
of isolated mitochondria from D. hansenii. Reaction mixture as in Table 1
except 10uM safranine-O was added. Final vol. 2 mL; room temperature.
Pi concentrations were A 0.4 mM; B 4.0 mM and C 10.0 mM. K"
concentrations were: a, 0; b, 10 mM; ¢, 20 mM; d, 50 mM; e, 75 mM.
Where indicated, mitochondria (M) 0.5 mg prot (ml) ' and CCCP
5 uM were added. Representative traces from three independent
experiments

The AW sensitivity to monovalent cations
does not discriminate between Na™ or K*

The possibility that K™ or Na" exhibited different effects was
explored by measuring the AWV in the presence of three
different cation concentrations and in the presence of 0.4 mM
Pi. In the absence of cations (Fig. 2 trace a), no increase in
AV was observed. In the presence of 18.75 mM Na* (Fig. 2
trace b) or K (Fig. 2 trace c), a partial A¥ was observed.
Then, at 37.5 mM monovalent cation, the AV increased to a
higher extent regardless of whether the cation was Na'
(Fig. 2 trace d), K" (Fig. 2 trace e), or a mixture of
18.75 mM Na' plus 18.75 mM K (Fig. 2 trace f). At 75 mM
monovalent cation, a still higher AW was obtained, which
again was the same regardless of whether the cation was Na"
(Fig. 2 trace g), K" (Fig. 2 trace h) or a mixture of 37.5 mM
Na® plus 37.5 K" (Fig. 2 trace i). Thus, the opening of the
MUC seemed to be equally sensitive to Na* or to K.

The mitochondrial permeability transition results
in decreased synthesis of ATP

In D. hansenii mitochondria, PT was triggered by lowering
Pi or K" and resulted in lower CR and decreased AU,
leading us to propose that oxidative phosphorylation might
be optimized in the presence of increasing concentrations of
Pi and K*. When we tested the synthesis of ATP at three
different Pi concentrations and in the presence of different
concentrations of K*, we observed that the rate of synthesis
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Fig. 2 Effect of Na” and K" mixtures on the transmembrane
potential (AW) of isolated mitochondria from D. hansenii. Reaction
mixture as in Fig. 1. Final volume 2 mL; room temperature. 0.4 mM
Pi. Na" and/or K" concentrations were: a, 0; b, 18.75 mM Na'; c,
18.75 mM K*; d, 37.5 mM Na";18.75 mM Na" plus 18.75 mM K*;
e, f,37.5mMK"; g 37.5 mM Na" plus 37.5 mM K*; h, 75 mM Na'; i,
75 mM K*. Where indicated, mitochondria (M) 0.5 mg prot (m1)71 and
CCCP 5 uM were added. Representative traces from three independent
experiments
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of ATP increased proportionally to Pi and/or K, i.e. at
0.4 mM Pi a slow rate of ATP synthesis was observed
which increased as the K™ concentration was raised (Fig. 3).
At 4 mM Pi higher rates of ATP synthesis were obtained
and a slight optimization of this rate by K" was still
observed (Fig 3). At the highest concentration of Pi tested,
a high rate of synthesis of ATP was observed which was not
further increased by the presence of different concentrations
of K'. Thus, the effect on the synthesis of ATP provide
further support to the notion that there is an unspecific
channel in D. hansenii mitochondria which is closed by
high concentrations of Pi and by intermediate concentra-
tions of monovalent cations.

The D. hansenii MUC is regulated by Ca** and by Mg*"

Divalent cations modulate the opening of the MUC
from different species. However, the effects are opposite
as in mammalians Ca®" opens the MUC (Halestrap and
Davidson 1990) while in S. cerevisiae Ca*" closes the
MUC (Pérez-Vazquez et al. 2003) probably acting at the
level of the porine (Gutiérrez-Aguilar et al. 2007). By
contrast, Mg®" seems to close all known MUCs (Bernardi
1999; Kowaltowski et al. 1998; Pérez-Vazquez et al.
2003). Thus, we decided to characterize the effects of Ca*"
and Mg”* on the AW in the presence of 0.4 mM Pi. In the
absence of cations (Fig. 4a trace a; Fig. 4b trace a), a low
AU was observed. In the presence of increasing Ca®"
concentrations, AV increased (Fig. 4a traces a-f); reaching
a maximum at 1 mM Ca™2. [Ca"?] above 1 mM did not
promote further changes in AW (data not shown). In regard
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Fig. 3 Effect of K and phosphate on the rate of ATP synthesis
mediated by isolated mitochondria from D. hansenii. Experimental
conditions as in Table 1, 200pM ADP. In addition, an enzyme coupled
ATP assay system was included: 200 uM MgCl,, 20 mM glucose,
1.4 mM NADP", hexokinase 162.5 ug/mL and glucose-6-phosphate
dehydrogenase 2 U/mL. Pi concentrations were: 0.4 mM (o), 4.0 mM
(m) and 10.0 mM (e). The reaction was initiated with 200 uM ADP.
Each point is the mean of four independent experiments = SD
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Fig. 4 Effect of divalent cations on the transmembrane potential
(AW) of isolated mitochondria from D. hansenii. Reaction mixture as
in Fig. 2, Pi concentration was 0.4 mM. A: Different Ca®"
concentrations were: a, 0; b, 100 pM Ca*"; ¢, 200 uM Ca'; d,
500 uM Ca®"; e, 750 uM Ca”"; f, 1 mM Ca®". B: Different Mg?"
concentrations were: a, 0; b, 100 uM Mg>"; ¢, 200 uM Mg>"; d,
500 uM Mg2+; e, | mM Mg2+; f, 2 mM Mg2+; g, 5 mM Mg2+; h,
10 mM Mg?". Where indicated, mitochondria (M) 0.5 mg prot (ml) '
and CCCP 5 puM. Representative traces from three independent
experiments

to Mg>*, 100 uM and 200 uM resulted in a partial increase
in AW (Fig. 4b, traces a,b). At Mg>" 500 uM and 1 mM, AW
was increased to a value near the maximum obtainable
(Fig. 4b, traces d,e). At and above 2 mM Mg*" the maximum
AV was obtained (Fig. 4b, traces f,g,h). These results suggest
that both divalent cations closed the MUC from D. hanseni,
but this closure was promoted at lower [Ca®'] than [Mg?'].

Selective inhibition of each oxidase and its effect on PT

In D. hansenii mitochondria there are two terminal
oxidases. In addition to cytochrome oxidase (COX), there
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is an alternative oxidase (AOX) (Veiga et al. 2003). The
presence of AOX allowed us to explore whether PT might
depend on whether electrons were accepted by COX or
AOX. Oxygen consumption experiments were conducted in
the presence of cyanide (to block COX) or propyl-gallate
(to block AOX) (Table 2). The rate of oxygen consumption
was measured in state IV and in state III. In the presence of
cyanide the rate of oxygen consumption was about one
third of the non-inhibited rate (shown in Table 1), although
increasing concentrations of K" did promote an increase in
the rate of oxygen consumption both in state IV and state
III, such that the CR remained low (Table 2). This effect
suggests that under our conditions AOX expression was
low and thus the lack of proton pumping activity by the
blocked complexes III and IV failed to establish a high
protonmotive force. By contrast, when AOX was blocked,
the effect of K on the rate of oxygen consumption did lead
to an increase in RC (Table 1) to a similar extent as the
increase obtained in the absence of propyl-gallate (see
Table 1), indicating that in the absence of the (low) AOX
activity PT still occurred.

The possible physiological meaning of the unusual
sensitivity to monovalent cations observed in the D.
hansenii MUC

The monovalent cation-mediated prevention of opening of
the D. hansenii MUC has not been detected in mitochon-
dria from any other species studied so far. It had always
been considered that the permeability to these ions had to
be closely controlled in order to avoid a recycling of the
cation following a uniport mechanism for uptake and a H"
antiport mechanism for export that would result in
depletion of the electrical gradient and the consequent
mitochondrial uncoupling and loss of ATP synthesis (Garlid
1988; Castrejon et al. 1997). This monovalent cation-
mediated coupling makes sense when it is considered that

Table 2 Effect of cyanide and propyl-gallate on the rate of oxygen
consumption and respiratory control of isolated mitochondria from
Debaryomyces hansenii

Cyanide Propyl Gallate
[K] (mM) IV I RC IV I RC
0 18+0.7 19+£0.8 1.02 145£9 162+ 11 1.12
10 247404 268+ 1.2 1.08 151+5 19310 1.27
20 25.5+0.3 26.8+03 1.05 136+3 203+4 1.50
50 28.6+ 1.7 29.7+2 1.04 144+5 221 +7 1.53
75 34+6 36+8 1.06 13848 240+ 13 1.73

Experimental conditions and data as in Table 1 except 100 uM
Cyanide or 25 puM propyl gallate were indicated. Data from 4-5
independent experiments.

in situ, D. hansenii mitochondria are exposed to high K or
Na' concentrations. It should be noted that the monovalent
cation-promoted increase in the efficiency of the oxidative
phosphorylation by D. hansenii mitochondria may explain,
at least partially the increase in the growth rate of the D.
hansenii cells when these are exposed to high concen-
trations of monovalent cations (Gonzalez-Hernandez et al.
2004; Sanchez et al. 2008).

As more mitochondria are isolated from different
species, it is becoming obvious that these organelles are
evolving together with the cell to adapt to the environment.
As a result, there are variations in the protein composition
of the organelle, e.g. the proteins in the respiratory chain
vary widely specially in species with branched respiratory
chains. It is noteworthy that the components of the
respiratory chain do not seem to vary at random, e.g., from
21 yeast species analyzed, 12 contain both an alternative
oxidase and complex I (Veiga et al. 2003), while there is
only one species, Pichia anomala, that contains an
alternative oxidase but no complex I (Nosek and Fukuhara
1994).

The effectors regulating the activity of the mitochondrial
unspecific channels from different species may vary widely.
In many cases, a given molecule has opposite effects in
MUCs from different species (Manon and Guérin 1998).
This could be an indication of the different functions the
MUC might have depending on the species. The mamma-
lian MUC, widely known as the permeability transition
pore (PTP) and the S. cerevisiae MUC (YMUC) are the
best characterized systems. Both channels have a molecule
cutoff size of 1.5 kDa (Zoratti and Szabo 1995; Jung et al.
1997) and some cations such as Mg”>* and alkylamines
close both MUCs (Chavez et al. 2000; Castrejon et al.
2002; Pérez-Vazquez et al. 2003). Here we demonstrated
that the D. hansenii MUC is also closed by Mg>".
Differences in sensitivity for MUCs from different species
to cyclosporin A (CsA) have been reported (Tanveer et al.
1996; Jung et al. 1997). CsA is a potent PT inhibitor in
mammalian (Halestrap and Davidson 1990), potato (Fortes et
al. 2001) and wheat mitochondria (Pavlovskaya et al. 2007)
but has no effect on yeast (Jung et al. 1997) or brine shrimp
mitochondria (Menze et al. 2005). In the mammalian PTP, Pi
is needed for Ca**-mediated opening, but it is also required
by CsA to inhibit opening (Halestrap and Davidson 1990). In
mitochondria from the yeast species S. cerevisiae (Velours et
al. 1977; Roucou et al. 1997) and D. hansenii (this work), Pi
always inhibits PT. Ca®" opens the MUC in mammals
(Crompton et al. 1988; Bernardi et al. 1994), potato (Fortes
et al. 2001) and N. crassa (Brustovetsky et al. 2002) but it is
inhibitory in S. cerevisiae (Jung et al. 1997) and in D.
hansenii (this work). A Ca*"-porin interaction site has been
located both in S. cerevisiae (Gutiérrez-Aguilar et al. 2007)
and mammals (Israelson et al. 2007). The inability of Ca®" to
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open the S. cerevisiaee MUC might be explained if it is
considered that there is no specific carrier for Ca>" in these
mitochondria and thus the Ca®" uptake is slow (Uribe et al.
1992). Furthermore, addition of a Ca®" ionophore to S
cerevisiae mitochondria enables Ca®" to induce PT (Jung et
al. 1997). It would be interesting to analyze the Ca®"
transport activity of the isolated mitochondria from D.
hansenii. Adding to the wide variability in the pattern of
PT in mitochondria from different species, recently it was
reported that the yeast species Yarrowia lipolytica (Deryabina
et al. 2004) and Endomyces magnusii (Kovaleva et al. 2009)
fail to undergo PT unless a high concentration of Ca*" plus
the Ca®" ionophore ETH129 are added. Remarkably, D.
hansenii and Y. lipolytica are closely related (Dujon et al.
2004), but the first undergoes PT while the second does so
only under very specific conditions (Kovaleva et al. 2009). A
comparison between the proteins that have been proposed to
constitute the channel might yield abundant information on
the mechanisms that lead to PT and on the control
mechanisms.
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