D.R. © TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biologicas, 15(2):97-103, 2012
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RESUMEN

La mitocondria es el principal productor de especies reactivas de oxigeno durante los procesos normales
oxidativos del metabolismo, principalmente a través de las reacciones de 6xido-reduccién que ocurren en los
complejos de transferencia de electrones y que tienen al oxigeno como el Gltimo aceptor de electrones. De
particular interés, Saccharomyces cerevisiae no cuenta con el complejo | y en su lugar se encuentran tres
deshidrogenasas alternas; sin embargo, si contiene los complejos clasicos Il, lll y V. Los Gltimos dos complejos
(I y 1V) bombean protones al espacio intermembrana para generar un gradiente electroquimico, el cual es
utilizado por la ATP sintetasa para la formaciéon de ATP.

Las deshidrogenasas alternas que se encuentran expuestas hacia el espacio intermembrana y el complejo IlI,
son los componentes principales que generan los radicales superéxido. Para transformar el i6n superéxido en
un compuesto menos nocivo, la mitocondria contiene enzimas encargadas de convertirlo en moléculas menos
reactivas.
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ABSTRACT

Mitochondria are the main producers of reactive oxygen species during the normal processes of oxidative
metabolism, mainly through oxidation-reduction reactions occurring in the electron transfer complexes and
having oxygen as the last electron acceptor. Saccharomyces cerevisiae lacks complex |, but has three
alternative dehydrogenases, and the classic complexes Il, 1ll and 1V. The latter two complexes (lll and V) pump
protons towards the intermembrane space to generate an electrochemical gradient, which is used by the ATP
synthase to sinthesize ATP.

The alternative dehydrogenases that are exposed to the intermembrane space and complex Il are the main
components that generate superoxide radicals. To transform the superoxide ion into a less noxious compound,
mitochondria contain enzymes that convert them into less reactive molecules.

Key Words: ROS, mitochondria, Saccharomyces cerevisiae, electron transport.

ARTICULO DE REVISION

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

| oxigeno molecular (O,) es uno de los gases mas
importantes de la Tierra, constituye el 21% de la
atmosfera, 89% del peso del aguade mary al menos47%
de la corteza terrestre. Por lo mismo, la mayor parte de
los seres vivos utilizan el oxigeno pararespirary obtener energia.
Sinembargo, a partir de esta molécula se forman moléculas mas
reactivas conocidas como especies reactivas de oxigeno (EROs),

Nota: Articulo recibido el 31 de agosto de 2012 y aceptado el 04 de
octubre de 2012.

como el superdxido (O,"), el hidroxilo (OH) y el peroxido de
hidrogeno, asi como los oxiradicales (O, singulete y doblete).
Debidoasu funcion primordial de produccion de energiaquimica,
la mitocondria es considerada la mayor productora de EROs.

Las EROs regulan varios procesos celulares, en el caso de
mamiferos son lasecrecionyaccionde lainsulina, laproduccién
de hormonas de crecimiento, citocinas (comunicacion entre
células), la unidn de las proteinas G a sus receptores, factores
de transcripcidn, regulacion de los transportadores y canales de
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iones, por citaralgunos. Sinembargo, las EROs también resultan
nocivas para los organismos cuando se producen en grandes
cantidades dafiando los constituyentes celulares e induciendo
la muerte celular. Asi, el estrés oxidativo generado por la
sobreproduccién de EROs esta asociado al envejecimiento y
patologias como la obesidad y la diabetes tipo 2, entre otras? La
molécula de oxigeno es un birradical libre, es decir, posee dos
electrones no apareados, cada uno localizado en un orbital w de
antiunion (r*) (Fig. 1).

En lamolécula de oxigeno, los electrones no apareados poseen
giros paralelos, de tal manera que paraque el O, oxide otro atomo
0 molécula, éste tendria que aceptar un par de electrones con
giro contrario o aceptar un solo electrén a la vez (limitacion del
giro o “spin”). Si un solo electron se adiciona al O,, éste se
localizara en uno de los orbitales T de antiunién y el producto
sera el radical superoxido (O, ). De la adicion de un electron
mas, resultara el ién peréxido, el cual se protonarapidamente en
el ambiente celular para producir el peréxido de hidrogeno
(H,0,)%. EI H,O,, producto de la dismutacion del superoxido,
puede cruzar lasmembranas bioldgicas y auque esrelativamente
poco reactivo, a partir de éste y en presencia de metales de
transicion reducidos, la reduccion parcial del peréxido genera
el radical hidroxilo (- OH), uno de los oxidantes mas fuertes de
lanaturaleza®. Cuando el metal involucradoesel Fe?*, lareaccion
es conocida como reaccion de Fenton® (Fig. 2). En los sistemas
vivos la reaccién que genera radicales hidroxilos ademas de la
reaccion de Fenton, es conocida como la reaccion de Haber-
Weiss® (Fig. 2), enlacual en presenciade superoxidoy peréxido
de hidrégeno se generan mas radicales hidroxilo’.

Es importante notar que las EROs son un término amplio usado
para describir todos los intermediarios reactivos del oxigeno
que incluyen oxiradicales (singuletes y dobletes) y no radicales
(H,0,). Los oxiradicales son dafiinos cuando se producen en
grandes cantidades porque indiscriminadamente pueden
reaccionar con biomoléculas. Los principales objetivos para la
oxidacion por EROs son los dobles enlaces en los lipidos, los
residuos de cisteina y metionina en las proteinas y la posicién
C8en ladesoxiguanosina (existen muchos otros objetivos, pero
estos parecen ser los mas comunes)?®.

LA COMPOSICION DE COMPLEJOS ACARREADORES
DE ELECTRONES EN LA MITOCONDRIA DE
Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras presentan diferentes complejos enzimaticos
encargados de las reacciones de transporte de electrones
(Fig. 3), aungue no todos ellos son similares a los de bovino o
humano.

S. cerevisiae, carece del complejo I, en su lugar contiene tres
deshidrogenasas alternas insensibles a rotenona y que estan
asociadas a la membrana interna, una expuesta hacia la matriz
mitocondrial (Ndil) y las dos restantes expuestas hacia el
espacio intermembrana (Ndel y Nde2). Cabe mencionar que
ninguna de estas deshidrogenasas bombea protones al espacio
intermembrana, por lo cual no contribuyen a la generacién del
gradiente electroquimico en la mitocondria®.

El complejo Il o succinato deshidrogenasa es responsable
de oxidar el succinato producido en el ciclo de los acidos
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Figura 1. Estructura electrénica del O, y de las diferentes especies reactivas de oxigeno.
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f . ) tricarboxilicos, para formar fumarato via FADH_*. Al igual
Reaccién de Fenton . 2 L

que las deshidrogenasas alternas presentes en S. cerevisiae,

Fe2* + H,0, —Fe3*+ -OH + el complejo 11 no bombea protones y converge en transferir

los electrones a la ubiquinonatl. El ubiquinol a su vez se

Reaccién de Haber-Weiss dirige hacia el complejo 11l o ubiquinol: citocromo c

oxidorreductasa, en donde cede los electrones para reducir
0, + Hzoztﬂoz +H,0 + gl citocromo c, con ello se bombgan protones al espacio

intermembrana. El citocromo c es oxidado por el complejo IV
\ J o citocromo c¢ oxidasa, quien cataliza la transferencia de los

Figura 2. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss, en las electrones al oxigeno, acoplando la traslocacion de protones
cuales se producen el radical hidroxilo. a través de la membrana2.

( Espaci Intermembrana ) LOS COMPLEJOS QUE GENERAN ESPECIES REACTIVAS
S DE OXIGENO EN LAS MITOCONDRIAS DE S. cerevisiae

L4 Si bien es necesario el paso de los electrones a través de los

&ﬁ &é () complejos enziméticos en lamembrana para la generacion de un

gradiente electroquimico de protones'y, por tanto, para producir
energia, unefecto indeseado de las reacciones redox que ocurren

o m Y en la mitocondria es la generacion de especies reactivas de
N8 ) oxigeno (Figura4).
Ndi1 f\
%{ 0, no En mitocondrias aisladas, el superéxido se puede generar en
NADH NAD® o varios sitios en los complejos 1y 111315, en las deshidrogenasas
\ e J deglicerol 3-fosfato, 2-oxaglutaratoy piruvatoy, probablemente,
Figura 3. Composicién de la cadena transportadora de también en el complejo II. Sin embargo, los principales

electrones de S. cerevisiae, con la flecha (=) se indica el
flujo de electrones a través de los complejos. Ndi1, Ndel i
y Nde2 (deshidrogenasas alternas); UBQ (ubiquinona); de e".
complejos I, Il y IV; C (citocromo c).

productores son complejo I y el I11 de la cadena transportadora
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2
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Figura 4. Respresentacion esquemética de los sitios de generacién de especies reactivas de oxigeno y las enzimas que
participan en la detoxificaciéon en la mitocondria de S. cerevisiae. Ndi1, Ndel y Nde2 (deshidrogenasas alternas); Q,
(ubiquinona); complejos II, Il y IV; cyt c (citocromo c); Prx1 (peroxiredoxina); Ctt1 y Ctal (catalasas); Sod1 y Sod2
(superéxido dismutasas).
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En S. cerevisiae, las deshidrogenasas alternas que miran hacia
el espacio intermembranason las que probablemente promueven
lageneracion de superoxido en lugar del complejo I*¢ (Fig. 3). En
este sentido, se hademostrado que mitocondrias de Neurospora
crassa, mutantes en Ndel y Nde2, muestran un decremento
importante en la generacion de EROsY. Esto sugiere que las
deshidrogenasas podrian ser una fuente significativa de EROs
en organismos que presentan cadenas transportadoras de
electrones alternativas como la de N. crassa®’.

Lageneracion de superoxido en el complejo I11se llevaacabo a
través del ciclo Q (Fig. 4), el cual acopla la transferencia de
electrones de la ubiquinona (Fig. 5) al citocromo ¢ con la
translocacion de protones.

El ciclo comienza cuando los electrones acarreados por las
deshidrogenasas alternas y el complejo Il son cedidos a la
ubiquinona (Q), que al recibir dos electrones y dos protones se
convierte en ubiquinol (QH2), el cual se dirige al centro Q_que
estapréoximoal espacio intermembrana, endonde el complejo 111
transloca protones (2H*) y el ubiquinol cede un electrén a la
proteina Fierro-Azufre para transformarse en semi-ubiquinona
(un estado intermediario), que a su vez cede un electrén que
pasa al citocromo c1 y después al citocromo c, y finalmente al
complejo 1V. El electrén que porta la semi-quinona es cedido
(para transformarse en ubiquinona) al citocromo b en donde
pasa por dos grupos hemos (b, y b,), hasta el sitio Q, que esta
proximo a la matriz mitocondrial. Ahi se concentra una
ubiquinona, la cual al recibir dos protones y dos electrones
acumulados a partir de los que son transportados por las
deshidrogenasas alternas y el complejo Il, vuelve a iniciar de
nuevo el ciclo Q%

FeS’—> cl WC

M
5o
|y o
A
Cyt b, >
i Q

QH2
Cyt by
S
Qr
| Q

Figura 5. Esquema del flujo de electrones a través del
complejo Ill. Las flechas indican el flujo de electrones.
Ubiquinona (Q); ubiquinol (QH2); semiquinona (Q); centro
Q, (sitio que mira hacia el espacio intermembrana); Q,
(sitio que mira hacia la matriz mitocondrial); proteina
Fierro-Azufre (FeS); citocromo c1 (c1); citocromo c (c);
citocromo b (cyt b, y cyt b)) y la posible generacién de
superéxido (O,).

J

Se han sugerido 2 sitios en los cuales se pueden generar el
superdxido dentro del mecanismo del ciclo Q, en los cuales se
encuentran electrones desapareados y oxigeno. Uno de ellos es
cuando la ubiquinona (Q) recibe el electron del citocromo b, y
forma la semiquinona, un estado intermedio antes de formar el
ubiquinol. El otro sitio es cuando el ubiquinol (Q ) pierde los
protones y cede los electrones al citocromo b, en este punto se
vuelve a formar una semiquinona que puede llevar un electrén
desapareado y, en contacto con el oxigeno, daria lugar a un
radical superdxido®®2t-23,

Enel complejo IV, que llevaacabo lareducciondel O,aH,0O, se
generan una serie de intermediarios con electrones en forma de
singuletes, por lo que este complejo no es responsable de la
generacion de EROs en la mitocondria®. Sin embargo, en
condiciones de hipoxia, el complejo 1V si produce 6xido nitrico
(NOY*.

MECANISMOS DE DEFENSA ANTE LAS DIFERENTES
ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO, PRODUCIDAS EN
LAS MITOCONDRIAS DE S. cerevisiae

La primera defensa enzimatica para combatir la produccion
del superéxido es la superéxido dismutasa, o Sod, y su
funcién consiste en formar perdéxido de hidrégeno, a partir de
superéxido y agua. S. cerevisiae presenta dos enzimas la
primera la Cu/ZnSod o SOD1 que se ubica en el citosol® y
en el espacio intermembrana?-?” con una masa molecular de
25.7 kD. Las mutantes que carecen de esta enzima tienen un
crecimiento pobre en medios respiratorios®, pierden la
viabilidad en la fase estacionaria®® y presentan una
hipersensibilidad a la adicién de oxidantes como el paraquat o
lamenadiona®. Laotra superéxido dismutasa (Sod dependiente
de Mn o0 SOD?2) de S. cerevisiae se encuentra exclusivamente
enlamatrizmitocondrial y sufuncién es dismutar los superéxidos
producidos por la cadena transportadora de electrones®-2, Se
ha establecido que levaduras mutantes que carecen de esta
enzima son sensibles al oxigeno® y son incapaces de crecer en
medios respiratorios.

Lasobre-expresion de ambas superéxido dismutasas, o de cada
unadeellas, incrementaenun 30 % lalongevidad de las células,
de tal forma que los superéxidos que se encuentran en el citosol
y en el espacio intermembrana son dismutados por la SOD1y
los que se producen en larespiracién por laSOD2. Asi se puede
mantener un equilibrio en las reacciones de éxido-reduccién
que se realizan en la mitocondria y retardar el posible
envejecimiento que ocasionan dichas reacciones®.

Para convertir el peréxido de hidrégeno en agua 'y oxigeno®,
S. cerevisiae contiene trestipos de peroxiredoxinas, unadeellas
se encuentra especificamente en la matriz mitocondrial. Esta
enzima se denomina Prx1%, la cual se caracteriza por ser un
monomero y presentar un solo sitio activo con una cisteina®.
Las mutantes de esta enzima presentan una mayor
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Figura 6. Estados de oxidacién de las quinonas. La reduccién de la ubiquinona (Q) a ubiquinol (QH,) se realiza a través

de un intermediario semiquinona (QH-).

susceptibilidad al H,O, agregado o producido en la respiracion
durante el cambio dialxico®.

El H,O, es mas estable y es capaz de atravesar membranas, es
degradado por unavariedad de enzimasy moléculas de bajo peso
molecular para prevenir el estrés oxidativo. Los sistemas que se
encuentran en la mitocondria para la extincion de esta molécula,
incluyen el sistema GSH/glutation peroxidasa (GPx),
peroxiredoxinas, tioredoxinas y glutaredoxinas. Las catalasas
también degradanel H,O, perosolose utilizan cuando los niveles
de peroxido alcanzan concentraciones elevadas®.

S. cerevisiae contiene dos catalasas que transforman el peréxido
de hidrégeno en agua y oxigeno, Cttl y Ctal. Cttl se localiza
exclusivamente en el citosol y Ctal en los peroxisomas®. En
condiciones de crecimiento usando medios en los cuales la
fuente de carbono no es fermentable, 0 en medios de cultivo que
contienen acidos grasos como Unica fuente de carbono®, Ctal
se localiza en la matriz mitocondrial*® para contender con la
formacion de perdxido. En ambos medios de cultivo se favorece
la formacion de especies reactivas de oxigeno en este organelo,
por lo que el direccionamiento de Ctal a la mitocondria tiene un
efecto protector.

La teoria mitocondrial del envejecimiento propone que las
especies reactivas de oxigeno generadas dentro de la célula
conduciran, con el tiempo, a cantidades crecientes de dafio

oxidativo a los diferentes componentes celulares. El sitio
principal para la produccién de EROs es la cadena respiratoria
en la mitocondria y la acumulacion de mutaciones del ADN
mitocondrial (ADNmt) y alteraciones en lafuncién de lacadena
respiratoria se han asociado con enfermedades degenerativas y
elenvejecimiento. Lateoriapredice que laalteracionde lafuncion
de lacadenarespiratoriaaumentara laproduccion de EROsy asi
incrementalaacumulacién de mutacion de ADNmt, que, asuvez,
comprometera lafuncion de la cadena respiratoriay acelerara el
envejecimiento de la célula®*,

CONCLUSIONES

El oxigeno es una molécula muy reactiva que se difunde
libremente dentro de las mitocondrias de S. cerevisiae y es
necesario como el aceptor final del flujo de electrones de la
cadenatransportadora de electrones. En este flujo de electrones
se generan diferentes reacciones de 6xido-reduccion, en las
cuales, en presencia de oxigeno y electrones desapareados, se
puede generar el i6n superoxido, una molécula también muy
reactiva. Con las superoxido dismutasas se generan oxigeno y
peroxido de hidrégeno, el peréxido se puede producir tanto en
el espacio intermembrana como en la matriz mitocondrial.
Para transformar el peréxido en aguay oxigeno, lamitocondria
de S. cerevisiae presenta una peroxiredoxina que lleva a cabo
dicha reaccion, pero si el perdxido reacciona con un metal de
transicion, mediante la reaccion de Haber-Weiss o Fenton, se
forma el i6n hidroxilo, uno de los oxidantes mas fuertes de la
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naturaleza. Elhidroxilo puede reaccionarconel ADN, los lipidos
o las proteinas presentes en lamitocondriay generar cambios en
la forma, estructura y funcién de este organelo clave en el
metabolismo.
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