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RESUMEN. EI complejo Il (ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa) es uno de
los principales sitios de formacién de ERO. En este complejo, las reacciones
redox que sufren los sustratos de la enzima estan acopladas al bombeo de
protones a través de un mecanismo conocido como el ciclo Q. Una de las
reacciones cruciales del ciclo Q es la oxidacion bifurcada del ubiquinol a
ubiquinona por la proteina de Rieske (ISP) y el citocromo b. La produccion de
ERO puede estimularse en presencia de ciertos inhibidores del complejo que
provocan la acumulacién del radical ubisemiquinona (QH’) debido a la aparicion
de reacciones colaterales al ciclo Q (p. €j., la generacién de radical superoxido
(O2") debido a la oxidacion del radical QH" por el O, [1]). Bajo condiciones
normales, la aparicion de este tipo de reacciones es minimizada por el
movimiento rotacional de la ISP entre el citocromo b y el citocromo c; al
contribuir a la rapida oxidacion del radical QH" [1]. Algunas interacciones
especificas entre fosfolipidos de la membrana interna de la mitocondria (MIM) y
la ISP son esenciales para la catalisis y la conformacion de la ISP [2]. Por lo
tanto, el dafio a los lipidos de la MIM por el ataque de las ERO podria
comprometer el movimiento de la ISP y aumentar la tasa de generacion de O,
a través de la estimulacion de las reacciones colaterales al ciclo Q, asi como
afectar la actividad catalitica del complejo Ill. Para comprobar esta hipétesis, se
utilizaron como modelo de estudio mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae
debido a que esta levadura posee la peculiaridad de contener unicamente
acidos grasos resistentes a la peroxidacién [4] y a que el grado de insaturacion
de los lipidos membranales de la levadura puede manipularse a través de la
adiciéon de acidos grasos poliinsaturados al medio de cultivo. Lo anterior
permite modular la susceptibilidad de los lipidos de membrana al dafio por ERO
y estudiar la sensibilidad del complejo Ill al estrés oxidativo y su tasa de
formacion de O, en funcién de la susceptibilidad de la membrana a la
peroxidacién. Los resultados obtenidos muestran que la lipoperoxidacion
aumenta la sensibilidad del complejo Ill al estrés oxidativo y contribuye a un
aumento en la formacién de ERO mediante el escape de los electrones en el
sitio Qo.

RESULTADOS. Para aumentar el grado de insaturaciéon de las membranas
mitocondriales de la levadura, se agregd el acido graso triinsaturado acido
linolénico (C18.3) al medio de cultivo, y se analizé la composicion de los acidos
grasos de la mitocondria por cromatografia de gases, encontrandose que el
C18:3 fue incorporado hasta en un 79% (dato no mostrado). El enriquecimiento
con C18:3 aumentd la susceptibilidad de las membranas mitocondriales a la



lipoperoxidacion inducida por Fe** (un generador de radical hidroxilo [3]),
mientras que las mitocondrias sin C18:3 son totalmente resistentes a todas las
concentraciones de Fe?* probadas (Fig. 1).

El aumento en la susceptibilidad a la lipoperoxidacién incrementd la
sensibilidad del complejo Il al estrés oxidativo ya que el tratamiento con 100
MM de Fe?* inhibio totalmente su actividad unicamente en mitocondrias con
C18:3 (Fig. 2). Esta sensibilizacién fue atribuida a un aumento en los niveles de
lipoperoxidacion debido a que el tratamiento previo con BHT (un agente
antilipoperoxidante) protege hasta en un 70% la actividad en presencia de
50uM de Fe** (dato no mostrado). Para comprobar si el dafio exacerbado en el
complejo Il atribuido a la lipoperoxidacion puede incrementar la generacion de
O,", se evalué el efecto de la superoxido dismutasa (MnSOD) sobre la
velocidad de reduccion de citocromo c. Esto es un indicador de la generacion
de O, debido a que la SOD inhibe la reduccion de citocromo ¢ que es debida a
su reaccion con O,". En la figura 3 se observa que en mitocondrias sin C18:3
expuestas a 50uM de Fe?*, la reduccion de citocromo ¢ es insensible a la SOD,
mientras que en mitocondrias con C18:3 este parametro disminuye de manera
importante. Lo anterior indica que se produce O," Unicamente en mitocondrias
que son sensibles a la lipoperoxidacién y sugiere que el dafio a los lipidos
estimula una reaccion colateral al ciclo Q que es responsable de la produccién
de O,". Para comprobar lo anterior, se comparé el efecto de la antimicina
(inhibidor del sitio quinol reductasa que estimula la produccion de O,7) en
mitocondrias con y sin C18:3 tratadas con 50 yM de Fe*. En la figura 4 se
observa que en mitocondrias con C18:3 se induce una resistencia a este
inhibidor ya que la reduccion del citocromo c se inhibe en solo 42%, mientras
que en mitocondrias sin C18.3 la antimicina inhibe esta actividad hasta un
93.6%. Por ultimo, se midié el efecto de la estigmatelina, (inhibidor del sitio
quinol oxidasa el cual se une a la ISP e inhibe totalmente su actividad y la
formacion de O,7), y se comprobd que este compuesto inhibe casi en su
totalidad la reduccién de citocromo c resistente a antimicina. En conjunto, estos
datos indican que el dafo a los lipidos de la MIM no inhibe la oxidacion del
quinol por parte de la ISP (reflejado por la inhibicion de la reduccion de
citocromo ¢ con estigmatelina); sin embargo, dicho dafio podria limitar la
rotacion de esta subunidad para reducir al citocromo c; (reflejado como una
disminucién en la actividad del complejo). Por lo tanto, la oxidacion del quinol
por parte de la ISP provocaria la acumulacion del radical QH’, el cual seria
oxidado por el oxigeno para formar O,y este a su vez podria reducir de una
manera no catalitica al citocromo c (reflejado por la reduccién de citocromo ¢
sensible a SOD).

CONCLUSION. El aumento en el grado de insaturacion de los lipidos de las
membranas mitocondriales aumenta su susceptibilidad hacia el estrés
oxidativo, lo que afecta la actividad del complejo IIl e incrementa la produccion
de O," debido a una reaccion colateral al ciclo Q a nivel del sitio quinol oxidasa.
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Figura 1. Influencia de la incorporacién
de C18:3 sobre los niveles de lipopero-
xidacion mitocondrial.
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Figura 3. Efecto de la MnSOD sobre la
velocidad de reduccidon de citocromo ¢
dezmitocondrias expuestas a 50 pM de
Fe*"

Vel. de reduccion de citocromo ¢

(nmoles x min™ x mg prot'1)

120

60 80 100

40

% ACTIVIDAD RESIDUAL RESPECTO AL CONTROL

Fe2* [nm]

Figura 2. Influencia de la incorporacién
de C18:3 sobre el efecto del estrés

oxidativo inducido por Fe?* en la
actividad del complejo III.
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Figura 4. Efecto de la antimicina y la
estigmatelina sobre la velocidad de
reduccion de citocromo ¢ de
mitocondrias expuestas a 50 uM de Fe*".



