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RESUMEN

Las mitocondrias de mamiferos presentan un canal inespecifico de identidad descono-
cida llamado Poro de Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial. Los estudios para
elucidar la estructura proteica de este poro han sido escasos dada la dificultad para
generar organismos mutantes carentes de poro. En este sentido, la levadura del pan
(Saccharomyces cerevisiae) constituye una alternativa para este tipo de estudios ya
que presenta un poro mitocondrial de caracteristicas similares. Por ser un microor-
ganismo facultativo y por ser relativamente facil manipular su genoma, la levadura
S. cerevisiae representa un modelo atractivo para descifrar la estructura molecular
del poro de transicién de la permeabilidad.

ABSTRACT

Mammalian mitochondria express a structurally unidentified unselective channel
termed the Mitochondrial Permeability Transition Pore. Studies designed to deter-
mine the protein structure of this pore have been scarce mainly due to difficulties
in generating knock out organisms of potential pore components. In this scenario,
baker s yeast (Saccharomyces cerevisiae) represents an appealing alternative since
it harbors a pore with similar characteristics. Given the available genetic tools as well
as the possibility for this yeast to grow with dysfunctional mitochondria for oxidative
phosphorylation, S. cerevisiae represents an attractive model to study the molecular
structure of the mitochondrial permeability transition pore.
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INTRODUCCION

La mitocondria es un organelo cuyo funcionamiento
es de suma importancia para la homeostasis celular.
En condiciones normales, la mitocondria genera ATP
a partir de azlcares y acidos grasos. Es también en
este organelo en donde convergen vias de degrada-
cion de aminoacidos y esqueletos de carbono (1).
Las mitocondrias no son consideradas organelos
estables por ser un blanco del estrés oxidante y por
la sobrecarga de iones Ca2* provenientes del reticulo
endoplasmico. La inestabilidad puede ser observada
durante el dano por isquemia-reperfusion (DIR)
(2,3). El dafio mitocondrial derivado de esta lesion
esta intimamente ligado a la induccién de la tran-
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sicion de la permeabilidad mitocondrial: Un estado
en donde la mitocondria cesa sus funciones como
proveedor de energia y se convierte en un potente
factor de muerte celular (2). El poro de transicion de
la permeabilidad mitocondrial (PTP) es la estructura
responsable de disipar el potencial electroquimico
(Ap) utilizado para la sintesis de ATP asi como el
transporte de iones, solutos y macromoléculas. A
pesar de ser un fendmeno ampliamente estudiado a
nivel bioquimico, las caracteristicas estructurales de
este poro son poco claras y siguen siendo el tema
de investigacion de muchos grupos en el mundo (4).
Las mitocondrias de la levadura del pan (Saccha-
romyces cerevisiae) representan una herramienta
valiosa para el establecimiento de la estructura del
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Figura 1. Distribucion de los canales inespecificos mitocondriales en el dominio eucarionte. En la actualidad,
estos canales han sido detectados tanto en animales como en plantas y levaduras. Las caracteristicas de cada
canal varian con respecto al organismo en donde son estudiados. Estas diferencias podrian emerger como un
medio de adaptacion al entorno en donde cada organismo se desarrolla. Actualmente se sabe que estos poros
son mas parecidos entre plantas y animales por la sensibilidad a inhibidores clave tales como la ciclosporina A.

La figura no representa un diagrama filogenético.

PTP. Lo anterior deriva de que las mitocondrias de S.
cerevisiae poseen un PTP relativamente conservado
(Fig. 1) (2). Al ser un microorganismo facultativo, S.
cerevisiae pude crecer alin en ausencia de proteinas
mitocondriales, lo que seria imposible lograr en un
organismo eucarionte superior.

En la presente revisidn se abordaran los eventos
celulares previos y posteriores a esta transicion
mediada por periodos de isquemia-reperfusion en
mamiferos y con énfasis en la utilizacién de las
mitocondrias de levadura como modelo para la
comprensién de la estructura del PTP.

LA MITOCONDRIAY EL DANO POR ISQUEMIA-
REPERFUSION

El dafio ocasionado por la disminucién del aporte
de oxigeno a un tejido u érgano por un intervalo
de tiempo umbral, seguido de la restitucion en di-
cho aporte es conocido con el nombre de Dafio por
Isquemia-Reperfusion (DIR). Comunmente, el dafio
involucra 6rganos con un metabolismo energético
alto, tales como corazén, musculo esquelético, ri-
Adn, higado y cerebro. Cuando el DIR afecta al cere-
bro, se le conoce como dano cerebro-vascular isqué-
mico (3). Cuando un tejido presenta DIR, el blanco
inicial son todos aquellos procesos dependientes de
oxigeno. Entre ellos destaca la fosforilacién oxida-
tiva, proceso en el cual una molécula de difosfato

de adenosina (ADP) es fosforilada para dar origen
al trifosfato de adenosina (ATP). En condiciones de
homeostasis, esta reaccion es posible gracias a la
catalisis facilitada por la ATP sintasa. Este complejo
utiliza como fuerza de sintesis al gradiente de pro-
tones establecido a través de la membrana interna
mitocondrial (Ap). A su vez, el Ap es establecido por
la cadena respiratoria, un supercomplejo de enzi-
mas que utiliza sustratos oxidables generados en la
glucdlisis y en el ciclo de Krebs, reduciendo O, para
formar H,0 (1). En condiciones de DIR, el transporte
de electrones no se lleva acabo debido a la ausencia
de oxigeno. Por consiguiente, la cadena respiratoria
entra en un estado de inactividad caracterizado por
la inhibicion en el bombeo de protones. Al carecer
de combustible, la ATP sintasa se encuentra imposi-
bilitada para catalizar la reaccién de fosforilacién de
ADP, promoviendo la reaccion termodindmicamente
favorable: La hidrélisis del ATP remanente. Este
ultimo proceso tiene repercusiones celulares muy
graves ya que multiples procesos dependientes de
ATP tanto a nivel celular como tisular se ven com-
prometidos. Como via alternativa de produccion de
ATP, la célula incrementa la actividad de la gluco-
lisis en condiciones anaerdbicas. Esto origina una
acumulacién de lactato citosélico y la consiguiente
disminucion en el pH celular (4). Si el periodo de
isquemia es suficientemente largo, el ATP producido
por la glucdlisis también sera totalmente utilizado.
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Entre los procesos celulares dependientes de ATP
interrumpidos, destaca la inhibicion de la Na*/K*
ATPasa de la membrana plasmatica, originando un
colapso en el gradiente de los iones K* y Na*. Esto
ocasiona un incremento notorio en la actividad del
intercambiador Na+/Ca?* de dicha membrana (5).
La acumulacion creciente de Ca?* en el citoplasma
activa el transporte de este cation a la matriz mito-
condrial mediante el enigmatico uniportador de Ca2+
mitocondrial. En estas condiciones, la mitocondria
pasa a convertirse de un organelo esencial para la
vida, en un organelo inductor de la muerte celular.
Esto es debido a que la inactividad de la cadena res-
piratoria produce un incremento en la disponibilidad
del radical semiquinona, el cual reduce parcialmente
moléculas de O, para la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Las especies reactivas
de oxigeno favorecen la peroxidacion de lipidos y
proteinas, originando un cambio en la permeabilidad
en las membranas mitocondriales.

EL PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABI-
LIDAD MITOCONDRIAL

Una consecuencia del DIR, es el incremento en la
permeabilidad mitocondrial inespecifica a solutos y
metabolitos, lo que ha llevado a varios grupos de
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investigacion a postular la existencia de un PTP (6).
La apertura del PTP desencadena el transporte ma-
sivo de iones y moléculas a través de la membrana
interna mitocondrial cuya masa no exceda los 1.5
KDa. El transporte de especies quimicas acompa-
filadas de agua a la matriz mitocondrial origina hin-
chamiento, despolarizacion del organelo, aumento
en el consumo de oxigeno y eventualmente, la
ruptura de las membranas interna y externa. Esto
ocasiona la liberacion de sefiales proapoptéticas al
citoplasma ocasionando muerte celular programada
cuando los niveles de ATP son elevados, y necrosis
celular cuando el metabolismo energético de la
célula se ha colapsado (Fig. 2) (6). Por su sensi-
bilidad a ligandos de proteinas de las membranas
externa e interna mitocondriales, se ha propuesto
que este poro se localiza en los sitios de contacto
entre las dos membranas. Actualmente se piensa
que el PTP esta compuesto por un complejo multi-
protéico constituido por el translocador de adenin
nucleotidos (ANT) y el acarreador de fosfato (PiC)
en la membrana interna mitocondrial, el canal
anionico dependiente de voltaje de la membra-
na externa mitocondrial (VDAC) vy la ciclofilina D
(CypD) en el espacio matricial (Fig. 1A) (5,7). Sin
embargo, diversos experimentos en mitocondrias
de mamiferos y de levaduras sugieren que estas
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Figura 2. Consecuencias de la apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitochondrial en mitocondrias

de mamiferos.
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Figura 1. Estructura probable del Poro de Transicion de la Permeabilidad en mitocondrias de mamiferos. La porina
(VDAC) en la membrana externa mitocondrial ha sido sugerida como un blanco en donde el rojo de rutenio y el Ca**
pueden modular la transicion. El translocador de adenin nucledtidos (ANT) ha sido recientemente involucrado en la
transicion desde un punto de vista regulatorio. El acarreador de fosfato (PiC) ha sido recientemente sugerido como
el componente a través del cual son transportados los solutos y metabolitos durante la transicion. La ciclofilina D
ha sido considerada como un componente regulador del poro. Dimeros de la ATP sintasa ha sido considerada como
un probable componente del poro con base a sus propiedades electrofisiolégicas. (Modelos generados con Pymol:
The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schréodinger, LLC).

proteinas desempefian un papel regulatorio mas que
estructural, pues aun en ausencia de éstas, se sigue
detectando el PTP (Fig. 3) (5). Hipotesis recientes
proponen que el PTP esta formado por dimeros de
la ATP sintasa mitocondrial (3). Esto se desprende
de experimentos que demuestran la presencia de
un megacanal de multiples estados de conductan-
cia en preparaciones de la ATP sintasa dimérica. La
elucidacion de los componentes del PTP permitira
el desarrollo de farmacos especificos que permitan
bloquear el DIR.

La consecuencia inmediata de la apertura del
PTP es la depolarizacion del organelo (7). Como
se menciond anteriormente, el hinchamiento de
la mitocondria ocasiona la incapacidad de estos
organelos para recuperar su funciéon productora
de energia. En estas condiciones, la célula muere

por necrosis (Fig. 2) (8). La liberacion de factores
apoptoticos asi como de ligandos del receptor al
factor de necrosis tumoral al espacio extracelular,
inducen la apoptosis extrinseca en las células del
tejido aledafio a la zona de isquemia (3). Durante
un periodo de isquemia, el pH del medio intra- y ex-
tracelular tiende a descender. En estas condiciones,
el PTP se encuentra inhibido (6,7). Actualmente se
piensa que la protonacion de ciertas histidinas en
los componentes del poro, inhiben la apertura del
canal en estas circunstancias. Sin embargo, cuando
se reanuda el aporte sanguineo al tejido/6rgano,
la cadena respiratoria comienza a operar restable-
ciendo un gradiente en la concentracion de protones
e incrementando el pH celular a niveles cercanos
a 7.4. En estas condiciones (elevados niveles de
Ca?* mitocondrial, dafio por EROs y valores de pH
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suprafisioldgicos) el PTP inicia el colapso final de la
célula (4-8).

EL PORO DE TRANSICION DE LA PERMEABI-
LIDAD EN LAS MITOCONDRIAS DE Saccha-
romyces cerevisiae

Al igual que en mitocondrias de mamiferos, las
mitocondrias aisladas de la levadura del pan S. ce-
revisiae presentan un Poro de Transicion el cual fue
caracterizado hace 18 afios por los grupos de Rial y
Guérin (9,10). La caracterizacion del canal inespe-
cifico en S. cerevisiae fue motivo de polémica entre
ambos grupos, sin embargo, éstos sentaron las ba-
ses de su probable funcion, regulacion y estructura.
Entre estos descubrimientos destacan la inhibicion
del canal por fosfato, ADP y Mg?* y su activacion por
restriccion de fosfato y adicion de ATP. Durante esos
afos, Pfeiffer propuso que este canal era un PTP de
levaduras (yPTP) no sensible a Ciclosporina A, un
inmunosupresor y potente inhibidor del PTP en ma-
miferos (11). Adicionalmente, Pfeiffer demostro que
el yPTP presentaba dimensiones similares al PTP, lo
cual sugeria que ambas eran estructuras equiva-
lentes. En este estudio se demostro que el yPTP no
era inducido por Ca?* a menos que se adicionara un
ionoforo de Ca?*, demostrando que las mitocondrias
de levadura carecen de un sistema uniportador del
catién. Esto reubico el estudio de la transicion de
la permeabilidad en levaduras y resaltd sus simili-
tudes como un probable modelo para el estudio de
patologias mitocondriales en mamiferos como las
detectadas durante el DIR y distrofias musculares
(12, 13). Es importante recalcar las limitaciones de
este modelo. Por ser un organismo facultativo, S.
cerevisiae manifiesta adaptaciones a la supresion
del aporte de oxigeno que no presentan organismos
eucariontes superiores y por lo tanto serian un mal
ejemplo para el estudio del poro desencadenado
por el DIR. Paraddjicamente, el ser una levadura
facultativa le otorga a S. cerevisiae ventajas sobre
organismos superiores para el estudio de la fisiolo-
gia mitocondrial (ver el parrafo siguiente).

Un ejemplo de las ventajas que ofrece S. cere-
visiae para poder determinar la estructura del yPTP
(y probablemente del PTP), es la capacidad que
presenta éste para crecer con mitocondrias carentes
de proteinas esenciales para la fosforilacion oxida-
tiva y muchos otros procesos. Esto permite evaluar
la pérdida de sensibilidad a inhibidores reportados
para ambos poros como el Mg?*, mersalil y masto-
paran en levaduras carentes (mutantes nulas) de
probables componentes del yPTP (2). Este es el caso
de la pérdida de sensibilidad en levaduras mutantes
nulas de VDAC a octilguanidina (OG), un inhibidor
del dano por isquemia-reperfusion (13,14). A di-

ferencia de lo observado en mitocondrias aisladas
de una cepa silvestre, en mitocondrias carentes de
VDAC, la OG no inhibe el hinchamiento mitocondrial
y la caida en el AW (14). Los resultados sugieren
que VDAC podria ser considerado el blanco en donde
la OG inhibe el PTP de mitocondrias de mamiferos
(13). Es importante resaltar que llevar a cabo expe-
rimentos con mutantes de VDAC en mamiferos no
es posible, primero porque tienen tres isoformas del
canal y la supresion genética de la isoforma 2 resulta
en la muerte del organismo en el estado embrionario
(5). Otro caso en donde la levadura permitié deter-
minar el sitio de interacciéon de un efector del PTP
se dio al evaluar el efecto del fosfato y del mersalil
sobre el yPTP (15). El fosfato ha sido recientemente
catalogado como un inhibidor del PTP y desde hace
casi 30 afios ha sido utilizado como inhibidor del
yPTP (12). Este es transportado gracias al PiC, el
cual deja de funcionar al ser inhibido por mersalil.
Experimentos de bioenergética clasica en una cepa
mutante nula de PiC en S. cerevisiae permitieron
elucidar que tanto el fosfato como el mersalil per-
dian sus efectos de antagonista y agonista del yPTP
respectivamente (15). Esto sugiere que el sitio de
union de ambas moléculas es a nivel del PiC.

Un caso mas controvertido de similitud entre el
PTPy el yPTP se dio cuando se determind que el Ca2*
presentaba un efecto dual en el PTP: A bajas con-
centraciones, promovia el estado abierto del poro,
lo cual se observa durante el DIR. Sin embargo,
experimentos de un grupo lider en el ramo demos-
traron que en presencia de muy bajas concentra-
ciones de rojo de rutenio (Un complejo de rutenio
que inhibe la entrada de calcio a la mitocondria), el
Ca?* inhibia la apertura del PTP en concentraciones
muy similares a las reportadas para la inhibicion del
yPTP en levadura (13). Experimentos subsecuentes
con mitocondrias purificadas de una cepa mutante
nula de VDAC permitieron demostrar que el Ca?*
interactla con VDAC para inducir el estado cerrado
del yPTP (13).

CONCLUSIONES

El poro de transicion de la permeabilidad mitocon-
drial es probablemente una estructura conservada
en organismos eucariontes. En la actualidad, un
numero creciente de inhibidores del PTP son repor-
tados. Sin embargo, el sitio o0 mecanismo a través
del cual cumplen sus funciones por lo general no
es determinado. En este sentido, la utilizacién de
mitocondrias de S. cerevisiae para establecer el
blanco de los ligandos reportados representa un
modelo relativamente confiable y de facil utilizacion
para comprender las relaciones estructura-funcion
del PTP de mamiferos y con ello contribuir al dise-
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fo racional de farmacos inhibidores del dafio por
isquemia-reperfusion.
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