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TRANSPORTE MITOCONDRIAL

Los transportadores en general deshidratan la molécula transportada mediante interacciones no covalentes y baja la energia libre
de forma que se facilitan el transporte.
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IONOFOROS

Un ionéforo es una molécula soluble en lipidos, usualmente sintetizada por microorganismos para transportar iones a través de
una bicapa lipidica de membrana celular.

Los ionéforos funcionan a favor de gradiente de concentracion.

Pueden ser transportadores moviles 2 pequefias moléculas que se unen a un ion particular, protegiendo su carga del ambiente a
su alrededor, facilitando asi su travesia por el interior hidrofébico de la membrana lipidica, para ser liberado en el citosol.
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e Lavalinomicina (eléctrico) es un ionéforo transportador de carga no de H+. Se carga de potasio y lo saca de la mitocondria.
En el caso de la valinomicina genera una estructura donde los grupos carboxilicos se dirigen hacia el centro de la
estructura donde se aloja el potasio.

e Nigericina (electroneutro) es un antibiético que puede permear por la membrana en forma protonada.

También pueden ser formadores de canales, lo que se conoce como desacoplantes (DNP / FCCP) que transportan tanto el protén
como la carga positiva.

TRANSPORTADORES MITOCONDRIALES

La mayoria de los transportadores de metabolitos de mitocondrias pertenecen a la misma familia ya que tienen la misma
estructura proteica y mecanismo de transporte.
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Son los MCF (mitochondrial carrier family) clasificados hoy como Slc25 (transportadores de solutos, familia 25). Muchos de ellos
son aniones.

La estructura de todos los MC es la misma. Constan de 3 repeticiones de una secuencia conservada de unos 100 aminodcidos
formada por 2 hélices TM que flanquean un bucle interior.
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Tanto N como C terminales miran al espacio intermembrana. Todas las
hélices TM impares tienen una prolina que proporciona un acodamiento
conservado. Las hélices TM pares son mas cortas.

Derivan de dos duplicaciones del dominio inicial de 100 aminodcidos. Son
exclusivos de eucariotas. (Se partia de 2 hélices que por duplicacién ha dado
alo que se ven en la imagen)
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El ADP/ATP Carrier estd muy acoplado al Carrier de Fosfato por légica (EI ATP sintasoma es el conjunto de ATPSintasa + el carrier
de nucleédtidos + el de fosfato).
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La ATP Translocasa saca ATP y mete ADP en un antiporte.
Se genera potencial y se saca ATP. De forma electroforética
en intercambia por ADP, es electrogénico, se saca carga
negativa. El ADP que entre tiene que ir con fosfato, por ello,
hay un simporte de dihidrOgeno fosfato con protones.
Dentro de la matriz el dihidrégeno fosfato se ioniza y da
otro protén mas.

En procariotas los carriers de electrones pueden pasar
facilmente a la CTE. En eucariotas lamembrana interna
mitocondrial no permite el paso de NADH desde el citosol
hasta el Complejo |, de forma que, se emplean 2 vias para
meter el NADH en la mitocondria. (En el balance global que
es lo que importa entran 2 electrones). Se emplean 2
lanzaderas: malato-asparto y la glicerol-3-P

LANZADERA GLICEROL-3-P

En el primer paso de la glucolisis hay una reaccidn redox por la que se
obtienen 2 electrones que condensan sobre NADH, el cual viaja al espacio
intermembrana y se encuentra con la enzima citosédlica glicerol-3-P
deshidrogenasa que es una proteina ligada a nucleétidos de flavina. La
deshidrogenasa reduce la dihidroxiacetona fosfato y le “mete” los 2
protones y 2 electrones para obtener glicerol-3-P. Este glicerol-3-P se
oxida por la accion de la glicerol3-P deshidrogenasa mitocondrial
cediendo los electrones al FAD. Finalmente, el FADH2 cederd los
electrones al ubiquinol para formar QH2. La mitocondrial es la critica.

En esta lanzadera los 2 electrones del NADH son muchos menos
energéticos porque se llevan de NADH a FADH2 y en consecuencia el ATP
que se genera es menor.

MALATO-ASPARTATO

En el citoplasma generamos NADH y lo transformamos en NAD+ de forma que los electrones se incorporan al oxalacetato

citoplasmatico para generar malato.

El malato se transporta a la mitocondria y la malato-deshidrogenasa saca los electrones de malato al NAD+ para formar NADH y

oxalacetato.

Para la entrada de malato hacemos un contraporte con cetoglutarato, mientras que para la salida de aspartato (a partir de

oxalacetato) hacemos un contraporte con glutamato.
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Figure 19-31
Lehninger Principles of Biochemistry, Seventh Edition
© 2017 W. H. Freeman and Company

El balance final de esqueletos carbonados es 0 y hemos conseguido introducir dos electrones en el interior mitocondrial.

CANALES AGCS

Estos canales realizan el intercambio de aspartato y glutamato gracias al gradiente de protones. Presentan 6 dominios
transmembrana.

En el dominio N-terminal encontramos una extension que presenta manos EF (hélice alfa-acodamiento-hélice alfa) que permiten
detectar cambios en las concentraciones de calcio para modular la actividad del transporte.

SCaMCs

Aspartate-glutamate carriers ATP-Mg/Pi carriers
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Space

Matrix

ACIL-CARNITINA/CARNITINA

Los 4cidos grasos estan almacenados en el tejido adiposo y es necesaria una sefial para su liberacion.
En el torrente sanguineo estos se mueven unidos a albumina y entran en la célula gracias al transportador CD16.
En la mitocondria son capaces de entrar todos los acidos grasos excepto los que presentan una cadena demasiado larga.

Para entrar estos necesitan ser activados por la Acil-CoA sintasa (consumo de 2ATP que debemos tener en cuenta cuando
calculamos la oxidacién de un acido graso).

La acetil-CoA interactda con la carnitina (carnitin aciltransferasa 1 = CPT1 =2inhibida con malonilCoA).

La sintesis excluye la degradacion de los acidos grasos y viceversa.
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Una vez unido a la carnitina, el dcido graso puede entrar en la mitocondria en contraporte con carnitina aislada.
En la mitocondria la CPT2 libera el acil-CoA que se puede utilizar para generar ATP.

La activacién de un acido graso supone un gasto de ATP que hay que tener en cuenta en el balance final.

Outer mitochondrial Inner mitochondrial
membrane membrane
— ,  Cytosol Intermembrane Matrix Carnitine
2 space _ acyltransferase 2
P G >y o
R—C_ \ r—c?
S-CoA
%ammnt \___,cﬂnltlne S-CoA
&

o 0

, Carnitine Y n—< CoA-SH
/ CoA-SH "‘ ok Carnitine

Carnitine '/ g Transporter

acyltransferase 1 -

LANZADERA PARA TRANSFERIR GRUPOS ACETILO DE LA MITOCONDRIAL AL CITOSOL

Para sacar citrato, es decir, esqueletos carbonados para la sintesis de acidos grasos se emplea la lanzadera del citrato. Ese citrato
se forma en el ciclo de Krebs donde el OAA se condensa con el Acetil-CoA para forma citrato que sale de la mitocondria por el
transportador de citrato para tenerlo en el citoplasma que es donde se sintetizan los acidos grasos.

En el citoplasma se genera OAA y ese paso consume ATP porque la enzima que es la ATP citrato liasa emplea ATP con CoA. El
Acetil-CoA se genera en ese paso. El OAA se reduce a malato. Creo que en situaciones normales el malato simplemente entraria a
la mitocondria y ya estd, pero cuando hay fase de sintesis de acidos grasos se requiere electrones que se obtienen del NADPH.
Para ello se oxida el malato a piruvato generando NADPH que se emplea en la sintesis de acidos grasos.

El piruvato entrard en la mitocondria consumiendo gradiente de protones y ahi se carboxila a OAA. Reservados todos los derechos.
No se permite la explotaciéon econdmica ni la transformacién de esta obra. Queda permitida la impresién en su totalidad.
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Lehninger Principles of Biochemistry, Seventh Edition
© 2017 W. H. Freeman and Company
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IMPORTANCIA DEL CALCIO EN LAS MITOCONDRIAS

1-Porque el calcio es activador de al menos tres deshidrogenasas mitocondriales.

2-Porque la acumulacién de Ca en la mitocondria puede ser muy grande. Cuando aumenta [Ca] cito la mitocondria contribuye a
regular los niveles de Ca dentro de la célula.

3. Por otro lado, porque altos niveles de Ca?* en mitocondrias pueden ser téxicos (Recordad PTP = muerte celular).

También se cree que el calcio puede ser un activador y estimulador de la ATPsintasa.

REGULACION

e  ATPsintasa con PTP
e Uniportador de calcio (MCU) = presenta baja afinidad por el calcio. Presneta MICU1 que regula el transporte en funcién
de los niveles de calcio.

Para evitar que los niveles se eleven demasiado:

e Antiporte Ca fuera —3Na dentro
e Antiporte tres protones por calcio.

En general, la entrada masiva de Ca a la mitocondria se produce en respuesta a estimulos que producen aumentos en [Ca]cit en
microdominios, por ejemplo, cerca de los canales de Ca del ER:

Paara ello el calcio es capaz de atravesar los canales MAMs = casi no pasan por el epacio intermembrana.
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ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS)

Son moléculas de sefalizacidn intra e inter celular, pero cuando se producen en exceso desencadenan problemas patoldgicos.
El oxigeno se utiliza para conseguir energia mediante la fosforilacion oxidativa.

Al mismo tiempo que se genera esta energia se estan generando especies reactivas del oxigeno que pueden ser perjudiciales.
Para controlar las cantidades de estas especies utilizamos mecanismos antioxidantes.

e NADPH oxidasas
e  Mitocondrias.

El superodxido es una especie reactiva ya que presenta un electrén desapareado y por ello puede reaccionar muy facilmente.

El radical superdxido es dismutado por las superoxido dismutasas que lo transforman en peréxido de hidrégeno, que ya no es una
especie reactiva.
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También existen las especies reactivas del nitrégeno, como es el caso del éxido nitrico.

Las ROS se producen en dos sistemas fundamentales. En las NADPH oxidasas que estan acopladas a membranas y en las
mitocondrias, que puede generar radicales superéxidos, radicales semiquinona, etc.

Un superdxido es una ROS porque tiene electrones desapareados y reacciona facilmente con el DNA, proteinas, lipidos, etc. Es
dismutado por sistemas enziméaticos que son las superdxido dismutasas que lo transforman en peréxido de hidrogeno (H202). La
molécula de estrés oxidativo es el H202 que no es una ROS.

El H202 se produce en el RE y en el peroxisoma y se encarga de que la balanza del sistema oxidante vaya para un lado u otro. Si
hay muchos radicales y mucho H202, la balanza se desplaza hacia una condicién de distrés o dafio oxidativo. Ese dafio se
produceporque el sistema antioxidante no es suficiente para equilibrar la balanza.

Si el sistema apantalla los ROS la balanza se equilibra y estamos en una situacidon de eustrés oxidativo, que es cuando las ROS
actuan como moléculas de sefializacidn. Las especie reactiva de nitrégeno es el NO que participa en eustrés y en distrés.

En condiciones de eustrés las ROS modifican el estado de oxidacidn de las Cys y las Met. Los grupos estan como SH o como S-S
oxidados, es decir, un ROS activa un FT por un mecanismo que involucra la oxidacidon de Cys. El FT en el nucleo implica la
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transcripcidn de ciertos genes. Como resumen la accion de las ROS es generar un cambio en el estado de oxidacion de los FT, de
una fosfatasa, etc.

Equilibrio del eustrés

Inductores de ROS
La hipoxia, defectos metabdlicos, estrés del RE, oncogenes.
Paliadores de ROS

Los antioxidantes de la dieta, genes supresores de tumores que previenen en contraposicion a
los oncogenes, NADPH que es la molécula que aporta electrones ricos en energia para
mantener el estado REDOX celular, mantiene niveles de glutation (GSH) reducido, no como G-S-
S-G, que seria oxidado. Finalmente, un FT que desencadena la respuesta antioxidante como
NRF2, que va al nucleo y dispara las enzimas del estado antioxidante.

w Equilibrium of eustress: i i ‘ i i
Inducers :
Metabolic

defects

Existen factores de transcripcion que desencadenan la

respuesta antioxidante.
s N\ /[y ee e

En el sistema antioxidante de la célula encontramos el

Scavengers componente enzimatica y sistemas no enzimaticos.
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H' Free radical: Any chemical species
capable of independent existence,
HO, which contains at least one unpaired

: electron.

Radical

Perhidroxilo o Nitric oxide
o Peroxynitrite
_H_ _'_ o Oxidized coenzyme Q

El nimero de estrellas en cada especie hace referencia al dafio que genera determinada especie.
Cuando el 6xido nitrio reacciona con radical suoeréxido.

Oxinitrito = sedante muy fuerte.
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Reduccién secuencial del oxigeno y formacién de ROS

El oxigeno gana un electron y genera el radical superoxido, que es un radical porque tiene un
electron desapareado que hace que reaccione con cualquier cosa que tenga cerca.

Si el radical recibe otro electron y dos protones genera agua oxigenada (H202) que no es un
radical, pero si es un producto de la produccion de radicales en la célula. Este atraviesa
membranas, no como el superéxido. Si el H,0; recibe un electron y un protén se descompone
en agua + hidroxilo, que es el peor de todos, dafia DNA, proteinas, lipidos, etc.

El radical superoxido aceptando un proton genera el radical perhidroxilo. Ademas, hay especies
reactivas de nitrégeno cuando el NO reacciona con superoxido dando peroxinitrito. El Coenzima
Q parcialmente reducido tenia un electron desapareado que puede generar ROS.

BIOSINTESIS DE NO

El NO es muy importante en sefializacidn, produce relajacién del musculo liso y eso regula la presién sanguinea, la formacion del
coagulo, plaquetas, etc. EI NO inhibe la citocromo reductasa y eso hace que se generen mas ROS (creo).

Se sintetiza a partir de L-arginina que recibe 2 electrones del NADPH generando agua y produce la hidroxilacidn de la arginina
(hidroxiarginina) en uno de los nitrégeno del anillo guanidinio. Con % NADPH y oxigeno se genera citrulina que es un aa del ciclo
de la ureay NO.

NO sintasas

Las NO sintasas trabajan como dimeros con una subunidad que es la reductasa y otra que es la
oxigenasa. Hay 3 formas de NO sintasa: la NOS-1 de la neurona que produce poco NO, la NOS-2
que es lainducible y produce NO de forma desreguladay la del endotelio vascular que es la NOS-
3, que produce pocas cantidades de NO. Los electrones del NADPH se transfieren via FAD/FMN
de 1 electrén en 1 electrén y luego llegan a la parte oxigenasa donde hay grupo hemo como el
BH4 que produce la oxidacién de la arginina a citrulina y la consiguiente formacién de NO. Si la
produccién de NO es muy alta se produce mucho perdxido porque se inhibe la citocromo
reductasa y se produce peroxinitrito.

Oxido nitrico sintasas

NADPH
Arginine
NADP+ or
"
Chrutiine
NO (or NO)

There are three forms of NOS:

* Neuronal NOS (nNOS, NOS-1); produces low amounts of NO
« Inducible NOS (iINOS, NOS-2); produces large, unregulated
quantities of NO

Una hipercontraccion en las mitocondrias debido a ADP por el transportador SCAM, que tiene motivos EF, provoca un mejor
acoplamiento de la transferencia electrdnica, esto es de otro dia lo meto por aqui.

PRODUCCION Y ELIMINNACION DE ROS

Hay 2 sistemas: las oxidasas y la cadena respiratoria (mitocondria). Se genera un radical superoéxido que puede dar H202 por SODs
y se transforma en agua por la catalasa o glutatidn peroxidasa o peroxirodosinas. En el momento que haya un radical superdxido
o perodxido de hidrogeno se puede llegar al radical malo de la pelicula que es el OH ya sea por una reaccién de Habert-Weiss o de
Fenton. En ambos casos se requiere de hierro. Ese radical es el que provoca dafio en lipidos, DNA y proteinas y es el exponente
del estrés oxidativo.

El radical superdxido realmente no es muy toxico a no ser que este en altas cantidades. El peroxinitrito también es agente potente
cuando se une NO y superdxido. La Tyr tiene un hidroxilo que puede ser nitrado y las proteinas dejan de ser funcionales.
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Oxidasas Catalasa
/\ Superoéxido
.- Dismutasas /\
02 02 H202 H20
Mitocondria  (H-W) Fe* Glutation peroxidasa
. (Fenton)
(0)
Modificacién \ \ . e
covalente de | Lipidos DNA Proteinas | Estrés Oxidativo
macromoléculas
DANO OXIDATIVO CELULAR
PEROXIDACION DE LiPIDOS >
Modifica la fluidez de la membrana y todos los procesos asociados.
OH" H,0 0,
LH e = LOO
Fosfolipido de Radical Radical peroxido
membrana lipidico del lipido
OXIDACION DE BASES >
Ruptura de la doble cadena (letal) o mutaciones por desapareamiento de bases.
o OH f H +e o
N—_ "~ " SNH N s
¢1 " A—. HO ~(/ 1r B o— | ™
N7 N7 TNH, N7 N NH, NN NH,
Guanina (G) 8-hidroxiguanina 8-oxoguanina
(8-OH G) (8-0x0 G)
ROS producen mas de 20 modificaciones distintas de las bases

CARBONILACION DE PROTEINAS >
Dafio oxidativo celular: Carbonilacién de proteinasenP, R, Ky T
El estrés oxidativo en proteinas modifica Pro, Arg, Lys y Thr. En un ejemplo con una Arg con grupo
guanidinio que es atacado por una reaccion catalizada por metales donde casi siempre actua el

hierro, se produce primero una oxidacion y luego la ruptura del grupo guanidinio generando un
grupo carbonilo donde se produce la ruptura.

La proteina carbonilada se inactiva, y podra tener dos destinos: si es ubiquitinada se degrada via
proteasoma o puede agregar y generar cuerpos de inclusion.
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Modificaciones en las proteinas

El cambio redox de los grupos tioles define la actividad bioldgica de la proteina. Una proteina
con 2 grupo tidlicos por accion del H,0; o del radical superoxido oxida sus tioles a puentes
disulfuro, esto conduce a la inactivacion normalmente. A veces en sefalizacion el H202 provoca
ese cambio y nos genera una proteina activa. Todo dependera de donde y en qué cascada, pero
el mecanismo siempre igual. Esto es lo que se ve con la PK, donde un monémero que tiene
grupos tidlicos en respuesta a H,0; genera un dimero por puentes disulfuro y la proteina se
activa.

Alguna veces el grupo SH se oxida mas de lo debido y en ese caso la proteina sufre un proceso
de inactivacion, pero se puede recuperar la proteina con GSH, que permite glutationar ese
residuo y luego por una tioltransferasa devolver a la proteina a su forma activa normal. Como se
llegue al sulfénico que es el SOsH la proteina se degrada y no es recuperable.

Protf:ina — SH MQZ-— SOH — - SO;H
activa
‘\ l GSH
Tioltransferasa - SSG

Proteina [— SH H,0, ?
activa — SH S

S—S
p SH SH H,0,
SH SH S—S

Monomeros (inactivos) Dimeros (activos)

PRODUCCION
. L CELLULAR
NADPH oxidases Thiol oxidation SIGNALING
SODs ﬁ GPXs, PRXs
0, o0y —> H)O, > H0
Catalase
Fe?+
Mitochondria
‘OH

Proteins, lipids OXIDATIVE

and DNA injury STRESS
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El peréxido puede ser bueno en casos de sefializacion.

NADPH OXIDASA

Se encuentra en la membrana plasmatica y se encarga de generar dos radicales superdxido.

2 0, + NADPH 2 0, + NADP + H

Es una proteina muy compleja con subunidades en la membrana y en el citoplasma. Cataliza una reaccion simple donde 2 02 + 2
electrones que aporta el NADPH genera 2 radicales superoxido y NADP.

Estd localizada en la mp de macréfagos, neutrdfilos y células endoteliales. Es un conglomerado proteico, en la subunidad p22 esta
el citocromo (cyt b558). Esta subunidad estd asociada a gp91, la p47 p67 y p40 sufren una fosforilacion cuando llega una sefial
para que se ensamble el complejo.

Solo saber que esta en la mitocondria, se ensambla desde el citosol y es compleja. Cuando un macrdfago se come a la bacteria
produce superdxido hacia dentro de la mp donde esta la bacteria para provocar oxidacién.

CITOCROMO P450

Se trata de una monoxigenasa que se encuentra en el reticulo.

RH + O, + NADPH + H*

ROH + H,0 + NADP*

Su sistema no es muy eficiente ya que pierde muchos electrones para fabricar el radical superodxido.

Tiene una proteina = adrenodoxina encargada de captar los electrones.

Flavoproteinas NADPH
Adrenod: Fe no heminico
NADPH-cyt P450 reductasa
Cyt b5

RH

@ H H
Nii—n
N/i;a'u/

Cys

ROH

(f) (e)

Una molécula es hidroxilada por oxigeno, la fuente de electrones es NADPH. Es decir, se mete un
atomo de oxigeno en la molécula que se hidroxila (ROH), el otro 4tomo de oxigeno va al agua 'y
se genera NADP.

Son proteinas que producen muchos radicales de oxigeno, pierde muchos electrones para
generar radica superoxido.

Es una flavoproteina que acepta la parte reductasa del citocromo, ademas hay adrenodoxina con
hierro no heminico y Cyt b5. A través de la flavoproteina y de uno en uno llegan electrones hasta
la adrenoxina que se oxida, se genera Fe?* y entonces puede ligar oxigeno. Parte del oxigeno se
escapa y se pierde porque se libera con oxigeno molecular regeneréndose asi el Fe**. Es una via
muy importante porque estd involucrada en la oxidacion de muchos metabolitos. Ademas, actua
sobre xenobidticos para eliminarlos. En algunos casos el xenobidtico al metabolizarlo se
convierte en una molécula mucho mas toxica para la célula y eso es lo que pasa con las flatoxinas
que son productos de hongos.
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MITOCONDRIA

Las oscuras parten de NADH mientras que las claritas parten de FADH.

Mitochondrial

matrx

oD Ci--
N ¥ ¢
B H;0,

!

TCA cycle
H,0, \ / H,0,

T

La mitocondria también puede producir especies reactivas de oxigeno en dependencia del flujo de la cadena respiratoria.
En los complejos 1, 11, 11l siempre se produce el escape de algunos electrones, ya que el acoplamiento del sistema no es perfecto.

Cuando dejamos a la mitocondria sin ADP la respiracion mitocondrial es muy pequefio, de forma que el potencial de membrana
aumenta = en este momento es cuando se producen mas ROS.

Lo que ocurre es que si bloqueamos la cadena se aumenta demasiado la polarizacién de membrana, al mismo tiempo la cadena
de electrones queda muy reducida lo que acaba dando lugar a la sobre produccién de especies reactivas.

Cuanto mds aumentas el potencial de membrana mds ROS se generan.

COMPLEJO Il
El segundo electrén viaja al citocromo b 07 o o - <
para formar la semiquinona. 2 2 ISI: L €
Si la cadena de electrones estd muy +A¥m Q site \e & cyte
reducida porque el movimiento de . c

P q' , 0 QH, S . 5
protones es bajo = el electrén de la le- [ Stigmatellin
semiquinona puede escaparse y formar Myxothiazol
s N

Antimycin A QH:

Los que aparecen en naranja son los

inhibidores del complejo.

Los ROS de este complejo pueden ir tanto le'
hacia la matriz mitocondrial como hacia el - /
citoplasma. \\‘ Q Q; site/ -A¥m
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COMPLEJO |

Los electrones estan entrando desde el NADH y van saltando por varios complejos. Es por este elevado nimero de complejos que
existe una mayor probabilidad de el escape de un electrén.

Igual que en los casos anteriores, cuando el traspaso de electrones se ralentiza, ya sea porque hay mucho succinato o por que no
esta ocurriendo la respiracién (cadena muy reducida); tiene lugar un rebote inverso (reverse electrén transfer cercano a la CoQ).

Este movimiento inverso nos lleva al escape de electrones.

— NADH _,‘ """"" NAD*
Rotenone
24KkDa & A :> H,0, Pierecidin
[Nla Nlb]
<uccinalc
matrix ,
DH
20 de """ &
‘« ............. S 1, ¢
prz']a\;;/laclc intermembrane space

La rotenona reduce la generacidn de especies reactivas de oxigeno.

En este caso los ROS se liberan hacia la matriz mitocondrial.

P66

En condiciones de estrés celular se despega del complejo TOM/TIM y puede oxidar
El citocromo C de forma que le quita electrones a la cadena transportadora de electrones y genera peroxido de hidrégeno.
Las monoamino oxidasas son también oxidasas de los neurotransmisores.

Se produce la generacion de perdxido de nitrégeno.

cytosol APOPTOSIS

PRO-APOPTOTIC
SIGNALS

Intermembrane
space

NAD l

Succinate k_.y

)
v

mitochondrion

DEFENSA ANTOXIDANTE

Enzimaticos 2>

No enzimaticos > glutatidn, vitaminas C y E (tocoferol) y el acido urico = eliminan especies reactivas de oxigeno antes de que
estas generen dafio.
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GLUTATION

Es un tripéptido formado por glutamico y cisteina unidos por un enlace del grupo gamma carboxilo.

La sintesis de glutatidon necesita de energia (ATP).
La forma activa del glutatién es la reducida, ya que puede devolver electrones de
ATP . . . .
. proteinas o grupos tiélicos que han sido oxidados.
y-glutam:
<ym~-m-\y?uhﬂ.nyv \
ADP + P, Esta presente en todas las células en grandes cantidades.
¥-Glu-Cys .y L s L.
También se encarga de eliminar peréxidos toxicos.
ATP El glutation no se sintetiza en la mitocondria, sino que se sintetiza en el citoplasma y
lutath . . . .« .
qs:nfhc'f,";\ se imporata a la mitocondria (fuente muy grande de produccién de ROS = estrés
ADP +8y oxidativo alto).
y-Glu Cys Gly . .
f - " 1 1 Los transportadores son el del oxoglutarato y el de bicarboxilato.

] ]
I |
“00C—CH—CH, — cu,—c—fr—cln —c—ef—cn,—coo'
H cI H

Glutathione (GSH)
(reduced)

SISTEMAS ENZIMATICOS

SUPEROXIDO DISMUTASA

La superoxido dismutasa es la encargada de eliminar los superoxidos.
Dismutacién = un oxigeno forma agua y otro oxigeno molecular.
02' + 02' + 2H+ e H202 + 02
Existen tres formas de superdxido dismutasa. SOD1 se encuentra en el citoplasma, SOD2 en las mitocondrias y SOD3 en el liquido
extracelular. La primera es un dimero, mientras que las otras son tetrameros.
SOD1 y SOD3 contienen cobre y zinc, mientras que SOD2 tiene manganeso en su centro reactivo.

Los ratones a los que se les eliminan SOD1 pueden desarrollar algunas patologias, pero la deficiencia de SOD2 causa la muerte.

CATALASA

Se encarga de eliminar el perdxido de hidrégeno.

Es una hemo proteina tetramérica con una actividad muy alta. Se encuentra en los peroxisomas.
2 H,0, > 2H,0 + 0,

GLUTATION PEROXIDASA

Tenemos 8 diferentes, destacando la GPX4.
Cataliza la desaparicién de perdxido de hidrégeno.

2 GSH + H,0, > GSSG + 2 H,0 ... GPx1

La GPX4 también cataliza la reaccién de GPX1.

LOOH + 2GSH - LOH + H,0 + GSSG...... GPx4
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REGENERACION DE GLUTATION

Los cuatro sitios de produccion en el citoplasma = donacidn de electrones por NADH para ceder gracias al glutation reductasa.
De la misma manera que la enzima malica o la isocitrato deshidrogenasa que generan NADPH.

En la mitocondria:

Nicotinamida nucleétido transhidrogenasa

NADH + NADP* . NAD* + NADPH

La mayoria de radicales se forman en los complejos | y Il de forma que estos pueden atacar a la aconitasa (proteina ligada a
hierro).

Dos glutatién reducidos para generar un glutation oxidado.

El NADH cede electrones a NADP+ que genera NADPH que puede regenerar el glutation. Este proceso tiene lugar en funcion de
las necesidades metabdlicas de la célula.

El estrae oxidativo puede suponer la formacion de puesntes disulfuro, los cuales se pueden recuperar con glurjtation.

Nicotinamide Inner
nucleotide mitochondrial Cytc
transhydrogenase membrane
1 ( Q m v
0,

()

3
NADH NAD* superoxide
‘OH dismutase
NAD*

Glutathione NADP* D GSI6 e
peroxidase: NADPH Cducte 2 GsH ’Hjo
2 GSH + H,0, > GSSG + 2 H,0 hactive E
e 2GSH
oxidative ~S protein thiol
stress _SH reduction
- GSSG
active
Glutathione

reductase (GR) GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP~*

SISTEMA DE LA PEROXIREDOXINA

Enzima mas importante en la detoxificacion dentro de mitocondria. Se encarga de eliminar perdxido de hidrégeno.

1
* Funciona como un dimero = catalitica (se oxida) + resolutiva (fomenta el proceso de

H,0
7 ; - recuperacion de la catalitica)
(Prxtit}sH (Prxiii}SO,H

u La oxidacidn es de grupo SH a SO2H. Esto se puede recuperar mediante la sulforredoxina.
—™a . - .
1 La enzima presenta el siguiente mecanismo:

Peroxidacién = de la cisteina catalitica

Resolucién -2

Reciclaje 2 mediante una proteina pequefia (tioredoxina) que presenta dos grupos tidlicos que se oxidan para reducir la
enzima.

Puede tener lugar una hiperoxidacion (sulfinico) . Esta proteina se puede recuperar mediante sulfiredoxina (gasto energético) que
vuelve a la situacion del paso 2 donde podemos resolver y reciclar.
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Defensa antioxidante: Sistemas enzimaticos 4b

Se aprecia el ciclo catalitico de la Prx. Hay 2 formas: producir la reduccion del H20: o de
hidroperdxidos, en la imagen se ven los hidroperéxidos que pueden conducir a dos grados
distintos de oxidacion de las peroxiredoxinas. En el primer caso se dan las fases 1, 2 y 3. Son las
fases de peroxidacion, resolucion y reciclaje de la peroxiredoxinas, la cual funciona como dimero
con dos grupos tidlicos, uno en el sitio catalitico y el otro en la subunidad resolutoria. El
hidroperdxido oxida el tiol a acido sulfénico que es resuelto mediante el grupo tidlico del sitio
catalitico de la segunda subunidad, la que actia como resolutoria, para generar un puente
disulfuro. La parte 3 del ciclo es el reciclaje, donde participa la tioredoxina que aporta sus dos
grupos tidlicos que permiten reducir los grupo tidlicos a expensas de que ella se oxide. Ese es el
ciclo mas sencillo de la actividad de la Prxlll

Puede haber una hiperoxidacion llegando en vez de a sulfénico a sulfinico, que la proteina puede
recuperar mediante sulfiredoxina, lo que implica gasto energético.

A. Typical 2-Cys peroxiredoxins

e Peroxiredoxin ITI

c’ § (mitochondrial)

RS - SR

] @ ®\{, oy el
SR ey S

ATP + P, ATP
2R-SH @ RS - SR

1.Peroxidacion; 2.Resolucion; 3.Reciclaje; 4. Hiperoxidacion; 5.Rescate

Thioredoxina (Trx): rol principal de mantener los grupos tiol en proteinas reducidos

Hay 3 posibilidades. Una de ellas es que se dé el ataque oxidativo sobre una proteina que tiene
un grupo tidlico y al oxidarse genera un puente disulfuro, que se puede recuperar con Trx
directamente. Eso va a expensas de que ella se oxide y luego se recupera por la Tiorredoxina
reductasa.

En otra via el ataque genera sulfénico, con GSH se puede glutationar proteina y luego con
glutarredoxina (Grx) y mas GSH se puede generar la proteina activa.

Si el ataque llega a sulfénico, no hay nada que hacer y la proteina va a degradacion.

La ultima opcidn es que la proteina también se puede inactivar a través de especies reactivas de
nitrégeno.
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ESQUEMA GENERAL

Thioredoxin (Trx): major role in maintaining protein thiol groups reduced

S -:SS: _ SH s W
D =@ =~
SH

S
oS Tiorredoxina reductasa

=] Active SO;H
3 protein SH ﬁ pmtem

e

a \
A

3 Sulfénico ‘

g s Sulfénico
: o =

C o B
Glutarredoxina
GsH

Inactive Active

Resumen de generacion de ROS y defensa de la mitocondria

Esto y mucho mas, 100% gratis

El oxigeno puede generar especies reactivas debido a deshidrogenasas como la superdxido por
deshidrogenasa o por el complejo | y Ill.

El radical superéxido se dismuta por accion de la SOD; la cual es crucial (si hay KO de SOD; es
fatidico). p66 también puede generar H202 en respuesta a estrés.

Luego el sistema deshace el H;0; a agua. Prx3 en la mitocondria se oxida y con Tiorredoxina
(Trx2) se reduce la Prx3 gracias al NADPH intramitocondrial que aporta la Tiorredoxina
dereductasa (TrxRD).

Otra via que detoxifica radicales que generan Hz20: es la de la GPX1, que se oxida y el GSH de
dicha proteina se recupera por el NADPH y la GSH reductasa. En la mitocondria la nicotinamida
nucledtido transhidrogenasa aporta el NADPH.
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PROTEINAS DE RESCATE DE PROTEINAS

Otras proteinas ayudan a rescatar proteinas. Con TRX2 se recupera la proteina, al igual que con GRX2.

Para recuperar la situacion lipidica se tiene a la glutation peroxidasa (GPX4) y a la glutation-S- transferasa (GST) a expensas de
consumir GSH que se recupera con la glutation reductasa.

Como ya sabemos, si no se respira fuerte, el potencial de membrana se acumula y aumenta. Si esa mitocondria expresa una
proteina desacoplante se crea un agujero en la membranay se elimina la propiedad de ser impermeable. UCP1 colapsa el potencial
de mmebrana y disminuye la generacion de ROS. Hay una relacion practicamente lineal, es sigmoide, entre el potencial de
membrana y la produccidn de H202. Si aumenta el potencial aumenta el H202. Cualquier mecanismo que disipe el potencial de
membrana, disipa la produccién de ROS.

GSSG N

AT
(Proteifs-s (Proteithsw
\@j tiorredoxina
(erx2) glutarredoxina
NADP* GSH Lipid-OOH
) glutation peroxidasa
Qﬂ) glutation-S-transferasa

NADPH GSSG

EXAMEN

Intermembrane
space (p side)

UCP1 -

Heat
Matrix (n side)

Se ha introducido una proteina desacopladora de la cadena de elctrones de forma que el gradiente de protones que esta
generando la cadena ya no se utiliza para la sintesis de ATP, sino que se utiliza para generar calor.

Este desacoplamiento de la cadena reduce la formacidn de especies reactivas de oxigeno, ya que la cadena esta siempre en
movimiento para intentar reponer el gradiente y potencial de membrana que se esta eliminando con las proteinas desacoplantes.

El potencial estd directamente relacionado con la formacién de especies reactivas de oxigeno = a mas potencial mas especies.

SENALIZACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS

Los factores de transcripcion NF-xB y NrF2 estdan muy controlados por el estado oxidativo celular.
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Nrf2 se une a keap cuando no hay estrés oxidativo, de forma que ubiquitinado y se degrada. Cuando se detecta un aumento de
peroxido de hidréhigeno, se oxidan los tioles de Keap de forma que Nrf2 queda libre y puede ir al nicleo a estimular la
transcripcion de determinados genes.

NfkB regula la inflamacién Cuando aumenta el perdxido de hidrégeno se elimina IkB de forma que el factor de transcripcién queda

libre para ir al nucleo.

4~Complex , , Complex~>

\s% 5 /StabIll ty/.

=

Proinﬂammatory
signaling @

Nrf2 contorla los genes del metabolismo antioxidante = glutation, quinona, tioredoxina, NADPH, secuestro de hierro

Iron sequestration GSH utilization
r 1 f 1 Quinone

@ @ detoxification

NADPH -
production @

GSH
production
and
regeneration

TXN production,
regeneration
and utilization

Existen también efectos de los radicales libres sobre quinasas y otros genes del metabolismo. Esenciales para la regulacién y
adaptacion a diferentes situaciones (hipoxia, apoptosis, proliferacion).

—

ROS
@
l?
‘y’ |I;:::stroyed
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ROS mitocondriales: Sensores de la respuesta celular a hipoxia

En un estado de normoxia actuan las por prolil hidroxilasas sobre HIF que se une a pVHL, que es
una ubiquitina ligasa y degrada HIF. Los ROS inactivan a las prolil hidroxilasas y por ello HIF puede
hacer su efecto de unirse a sus elementos de repuesta de glucolisis, angiogénesis, etc.

Por ultimo, destacar que hay marcadores de estrés oxidativo en casi todas las patologias, es decir,
las ROS no son algo ajeno a la patologia humana.
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La mitocondria es un orgdnulo muy importante para el metabolismo celular y la obtencién
de energia; pero también participa en mecanismos de sefializacidn inter e intracelular, asi

Metabolism

como en mecanismos de muerte celular.
Gluc FA
& > l 1 Gin
La mitocondria también es la responsable de la activacién de algunas respuestas inmunes Pyr _—— ] : i
y N
innatas. 7~ accon \
“ ( Glu |
o Los fallos en el mecanismo mitocondrial pueden derivar en el envejecimiento celular y en ) “‘«_ASP( \
Proteins,” = J
enfermedades muy variadas como el cancer o la diabetes. DNA, RNA ) /* Proteins,
P ) DNA, RNA
orphyrins, FA,
. . . h
Estos fallos en el comportamiento mitocondrial pueden estar causados tanto por sme  (chowesterol
modificaciones genéticas o epigenéticas.
ESTRUCTURA
Las mitocondrias son muy diferentes entre unos tejidos y otros. De esta forma cada tipo de mitocondria esta compuesto por
proteinas muy diferentes. Lo que se ha descubierto al analizar estas proteinas es que incluso tejidos con funciones similares y una
demanda energética similar, la composicion proteica de las mitocondrias cambia.
Todas las mitocondrias humanas presentan el mismo ADN mitocondrial (circulary pequefio). 7 genes del complejo I, 3 del complejo
\g I, 1 del complejo 1l y dos de la ATP sintasa. Estas proteinas son tan hidrofébicas que no pueden ser codificadas en el nucleo y
- transportadas hasta la mitocondria.
(&
o E Ademds, este genoma presenta dos ARNr que van a generar el ribosoma mitocondrial y ARNt para la sintesis de estas proteinas.
U\L- < En el genoma encontramos una regidn operadora (D-loop) que se encarga de la regulacidn de replicacion y transcripcion.
Q) Este genoma se hereda de la madre ya que en el oocito encontramos un gran nimero de copias de este ADN mitocondrial (aunque
Q9L
Q) g solo existan dos copias del genoma nuclear > cromosomas). Este ADN mitocondrial se va distribuyendo en los diferentes tipos
2 9 celulares.
REPLICACION
Q Key: Tenemos dos cadenas y dos sitios de origen de
; -5 3;;;’;""9“‘;,’,‘.‘:“::‘;‘3" jreplicacién > OH (cadena pesada) y OL (cadena
light strands . P
c Py P, oign nd dection ligera). Estos sitios se encuentran muy separados, y
.-0- Nt oy ey hasta que no acaba la replicaciéon de una cadena no
QO [[] mNAgenes |tRNAgenes | comienza la de la otra.
D Genes encoding
c proteins , . . .
) — : La sintesis del DNA se inicia en OH y es realizada por
Q ; T\ f-Met una polimerasa especifica de la mitocondria, la DNA
V) 8 e pol y, que extiende un cebador iniciador de RNA.
et ™ Ojo,
S O transcripcion La replicacién contintia de modo unidireccional hasta
1 -+' no esta bien alcanzar OL, momento en el cual comienza la sintesis
-\ de la segunda cadena del DNA, empleando un cebador
G Q’ heavy (H) and light (L) strands de RNA

due to their distinct base
composition, which results in
different sedimentation
patterns in CsCl gradients
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TRANSCRIPCION

transcripcién.

toda la cadena pesada.

%><><>< lo quito yo..
</

La cadena pesada tiene dos sitios de transcripcion (HSP1 y HSP2), mientras que la cadena ligera solo presenta un sitio de

HSP1 no es capaz de traducir toda la cadena pesada (solo ARNr) mientras que HSP2 si que es capaz de realizar la transcripcidn de
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La terminacion de la transcripcién de HSP1 se consigue gracias a una serie de factores de transcripcion (Term) que generan un
bucle en el genoma.

El fragmento de ARN mitocondrial se procesa posteriormente para obtener los diferentes ARNm gracias a la presencia de ARNt
como dianas de corte.

La mitocondria presenta su propio codigo genético, aunque no difiere demasiado del cédigo nuclear.

BIOGENESIS

Es un proceso perfectamente coordinado entre el nicleo y la mitocondria.

Hay dos factores de transcripcion fundamentales=> NRF-1y NRF-2/GABP (no el mismo que antioxidante).

Los genes que codifican para proteinas mitocondriales estdn controlados por los factores de transcripcion nombrados.

Las proteinas que estan implicadas en la importacién de proteinas mitocondriales, asi como una proteina relacionada con el
correcto funcionamiento del hierro como cofactor en la hemoglobina; también se encuentran controladas por este factor de
transcripcioén.

Biogénesis = generacién de mas masa mitocondrial dentro de la célula. Esto ocurre durante la division celular, pero también
durante la generacion de masa muscular o durante el crecimiento en general.

La exposicion a oxigeno y la demanda de energia acaba causando la biogénesis mitocondrial.

Por encima de los factores de transcripcién encontramos el coactivador transcripcional = PGC-lalfa. Este se activa mediante
ayuno, ejercicio, oxigeno u oxido nitrico.

MEDICION

El resultado es un aumento de la masa mitocondrial que se puede medir mediante un fenémeno
de proliferacién (long-term regulation) que se puede ver por un aumento del mtDNA con
respecto al DNA nuclear. Se hace el ratio del incremento del mtDNA con respecto al DNA nuclear.

Otra forma de “medir” que ha habido biogénesis mitocondrial es por fendémenos de
diferenciacién mitocondrial (short-term regulation). Por ejemplo, en respuesta a oxigeno en un
recién nacido, los mtRNA y los nucleares que estdan acumulados en el higado fetal y
traduccionalmente reprimidos se disparan y se traducen muy rapidamente, generandose
diferenciacion de la mitocondria. En cuestion de minutos las mitocondrias son funcionales, y esto
estd regulado a nivel de traduccion. Esto implica que algunos genes mitocondriales tienen que
tener ventaja traduccional en comparacion con los mensajeros acumulados en ese momento.

Experimento para ver preferencia a la hora de traducirse de los genes mitocondriales

Las secuencias 3'UTR regulan la traduccion y en este experimento estan fusionadas con GFP.
Cuando se expresan las construcciones in vitro se ve que Tfam y Beta que es una subunidad de
la ATPsintasa se expresan por igual, pero que cuando transfectas en células el mensajero que
lleva la region 3°UTR de un RNA de la cadena respitatoria (Beta) produce mucha mas proteina
que el constructor que lleva Tfam.

Hay 2 o 3 categorias de RNAs importados a las mitocondrias. Una categoria es que un mensajero
sale del nucleo, se traduce en los ribosomas citoplasmaticos libres y esa proteina se importa.
Otros se ensamblan en RNPs que llegan a la vecindad de la mitocondria descargando el
mensajero ya traducido o puede llegar inhibido a la vecindad de la mitocondria y ahi quitar la
inhibicion, traducirse e importarse a la mitocondria.
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Con respecto a esta ultima forma de importar RNAs a las mitocondrias: el mensajero de la
subunidad Beta de la ATPsintasa tiene una senal de retencidn en el nucleo, de forma que, solo
sale al citoplasma si el mensajero lleva la senal de exportacion, es decir, los mensajeros
mitocondriales salen del nucleo y se pueden localizar por reconstitucion de fluorescencia
amarilla (YFP) que depende del mensajero de beta. Ese mRNA se junta con particulas pequenas
o grandes formando RNPs (pelotillas negras en diapo) y viaja hacia la membrana externa
mitocondrial donde se traduce.

IMPORTACION

Los componentes son el complejo TOM, el complejo TIM23 que lleva asociado PAM que es un
motor, las small Tims, otro complejo TIM22 y el complejo SAM que dirige la incorporacion de
proteinas a la membran externa de la mitocondria.

1. La mayor parte de las proteinas codificadas en el nucleo de la mitocondria tienen una
secuencia a-hélice anfifilica, que tiene una cara polar y otra hidrofébica. La secuencia
anfifilica de 15-30 residuos es reconocida por el sistema de importacién de proteinas
que van a la membrana interna o a la matriz.

2. Hay transportadores que tienen una secuencia critica en algun sitio de la cadena
polipeptidica, que no es una secuencia N-terminal luego no se corta cuando la proteina
entra.

3. Porotrolado, tenemos proteinas que van a la membrana externa que son de tipo porina
que tienen 6-20 laminas-B que forman canales para importar metabolitos al espacio
intermembrana.

Las proteinas del tipo 1 entran por TOM40, pasan a TIM23 y con PAM y HSP70 se meten dentro.
Se corta la parte N-terminal y la proteina acaba en la matiz o en la membrana interna.

Las proteinas de tipo trasportador (tipo 2) pasan por TOM, small Tims, de ahi a TIM 22 y
finalmente se insertan en la membrana interna.

Las proteinas de tipo trasportador (tipo 2) pasan por TOM, small Tims, de ahi a TIM 22 y
finalmente se insertan en la membrana interna.

Finalmente, las de tipo 3 pasan por TOM, small Tims y de ahi a SAM, desde donde se incorpora
a la membrana externa.
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TOM

Presenta un motdén de subunidades que generan un poro por el que pasa la cadena polipeptidica reconocida por otras
subunidades.

Se regula con proteinas quinasas en funcién de necesidades metabdlicas.

TIM

Reconoce la secuencia y la inserta en le poro para el paso al interior.

Para esta entrada es necesaria la presencia de PAM, que mediante la hidrdlisis de ATP va tirando de la caden apara que esta pueda
entrar.

También hace falta un potencial de membrana que tire de la proteina hacia el interior.

¢Como se puede demostrar que es necesaria la presecuencia?

(Intuyo que sera en las de “tipo 1” que menciono arriba, que son las que tienen esa presecuencia)

Se tiene la subunidad B de target mitocondrial fusionada con GFP y luego se anade el 3'UTR de
B que como ya sabemos tiene actividad enhancer por asi decirlo ya que tiene ventaja
traduccional frente a otros RNA.

En lalinea celular BHK se ve que cuando no pones nada, en el gel se ve que esta la forma madura
de la proteina y encima la banda de la forma pre-B-GFP. Cuando colapsas el potencial de
membrana se acumula el precursor y se importa peor ya que la banda grande del precursor es
mas grande. Si quitas del medio FCCP (efecto reversible), se importa ya que la banda vuelve a
ser menor en el gel. Esto nos indica la importancia de tener potencial de membrana para
importar proteinas.
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FUSION Y FISION

Siempre esta controlado por GTPasas.
La mitocondria no solo tiene una dindmica estructural, sino que ademas se mueve dentro del interior celular.

Una célula infectada se diferencia porque podemos ver el nticleo y la factoria viral (las mitocondrias se agrupan para la sintesis del
genoma exégeno.

e Fusidon > generamos mitocondrias mas elongadas (mas

N L. . i Fusion:
capacidad energética). Controlado por mitofusinas 1y 2 increase in @
: mitochondrial
(GTPasas) que trabajan sobre la membrana externa. length / mass BlogeiailE
También tenemos OPAl (en la region profunda de las (synthesis)
crestas).
Mitochondrial @
fusion-fission @& S
e Fision = La fisién mitocondrial tiene lugar en zonas de Fused mitochondria cycle Fissioned mitochondria
contacto de la mitocondria con el reticulo endoplasmico. P
Aumenta el numero de mitocondrias y disminuye su @
Fission: i
mafio. Control r Drpl (GTP recibi n el ; : Mitophagy
tamafio. Controlado po pl (GTPasa) recibido en e increase in (dogradaiion]

receptor Fisl mitochondrial number

e Mitofagia = degradacion

Estos movimientos nos permiten homogeneizar el genoma mitocondrial, de forma que ante una divisién células las copias queden
mejor repartidas (mas variabilidad).

MAMS
MAMS -> yuxtaposiciones entre el reticulo y la membrana externa de la mitocondria gracias a HERMES.
Hermes 2 Mmm1ly Mdm10,12,34

Esto facilita la sefializacion por calcio entre ambos complejos, asi como otros procesos de sefializacidon y regulacién. También
facilita el transporte de la fosfatidilocolina de forma directa desde el reticulo hasta la membrana externa para que alli se
descarboxilen y puedan volver a reticulo para formar parte de su membrana.

Se cree que la replicacién del ADN mitocondrial tiene lugar anclada a estas estructuras.

PATOLOGIA

El ADN mitocondrial procede excusivamente de los oocitos. Lo que ocurre a lo largo del desarrollo es la mutaciéon del ADN
mitocondrial. Esto se debe a que se encuentra desnudo, por lo que tiende a mutar 10 veces mas que el ADN nuclear.

La frecuencia también ha aumentado por la alta concentracidn de radicales libres generados en la mitocondria. No obstante, este
dafio no es muy elevado ya que al existir tantas copias de ADN mitocondrial (poliplasmia heterdtica) es necesario que muchas de
ellas (80%) se encuentren dafiadas para tener una patologia.

El ADN mitocondrial se utiliza mucho para los estudios de evolucién.

En una célula que se divide poco no se transmiten los dafios que aparecen en el genoma. Sin embargo, las células que se regeneran
(epitelio intestinal) existe una segregacion mitética muy elevada. Esto puede hacer que determinadas células acumulen un gran
numero de cromosomas mitocondriales dafiados.

SEGREGACION MITOTICA

Cuando se estudian enfermemdades mitocondriales es muy importante el grado de heteroplasmia, ya que a partir de un 50% de
cromosomas dafiados cuando se produce la segregacién puede aumentar el nimero de copias dafiadas en una célula.
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ENFERMEMDADES

Son de tipos muy variados.

No solo pueden ser de origen genético, sino que también pueden estar
causadas por

Mutacion que generar diabetes 2 MECANISMO

Cuando uno come la glucosa circulante estimula su entrada en las células
pancreaticas, que “queman” la glucosa para generar ATP suficiente y asi
provocar el cierre de los canales de potasio. Ese cierre provoca una
despolarizacion por lo que se abren canales de calcio que promueven la
liberacion de insulina, pero si se dan estas mutaciones no se libera insulina.

Con una mutacién en el proceso de fosforilacion oxidativa no se genera
suficiente ATP para cerrar los canales de calcio, por lo que no se genera
suficiente insulina y los niveles de glucosa en sangre permanecen elevados.
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Las patologias mitocondriales casi siempre estan ligadas al dafio oxidativo. Por ello en muchos casos el dafio molecular es similar,
aunque tenga diferentes efectos fisioldgicos y estén causadas por diferentes mutaciones. Deficiencias en catalasa y oxido

dismutasa
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FOTOSINTESIS

La fotosintesis es el proceso que permite convertir energia luminica en energia quimica (compuestos organicos reducidos a partir
de CO2 y una fuente de hidrégeno).

En la fotosintesis oxigénica el donador de electrones es el agua, y se liberan carbohidratos y oxigeno = plantas, algas.

Energia luminosa

CO,+2H,0 — ™ , [CH,0]+H,0+0,

En la fotosintesis anoxigénica el donador no es el agua y se produce otra cosa en lugar de oxigeno = bacterias (verde del azubre).

Energia luminosa

CO,+2H,A ——> [CH,0] +H,0+2A

OXIGENICA

En un principio se pensaba que el oxigeno podria provenir tanto del agua como del CO2. A través de los experimentos de Robert
Hill se demostrd que el oxigeno procede del agua.

Se hizo una preparacién de cloroplastos en ausencia de CO2 y se irradié con luz. Se observd que se seguia produciendo reduccion
de un aceptor de electrones y produccion de oxigeno. De esta forma se determiné que ele oxigeno procede del agua.

[ Reaccion de Hill : 2H,0 + 2A ﬂ) 2AH, + Oy ]

La liberacién de oxigeno se puede disociar de la reduccion del CO2 - la fotosintesis ocurre en dos
fases. 09 g i
En la fotosintesis oxigénica el aceptor final de electrones es el NADP+. Esto se determind gracias a I.Ighrt.-:::::sdem
los experimentos de Severo Ochoa. / \
p NADP* NADPH
FASE LUMINICA
ADP + P, ATP

Estrictamente dependiente de la luz, la cual produce NADPH y ATP.

N/

Carbon-assimilation
FASE OSCURA reactions

Los compuestos obtenidos en la fase luminica se utilizan para fijar el CO2 y formar carbohidratos / \

sencillos (proceso anabdlico). Thoesphiospheties. CO,

(Calvin cycle)

CLOROPLASTOS

Presentan una doble membrana y una serie de tilacoides apilados formando la grana. Los tilacoides también se comunican entre
ellos gracias a lamela.

Similitudes con la mitocondria = origen (teoria endosimbidtica), presentan un genoma activo, son capaces de generar energia.
Diferencias con la mitocondria >
Los cloroplastos solo son capaces de realizar procesos de fisién, nunca de fision.

Los cloroplastos presentan dos membranas “externas” y otra membrana tilacoidal, lo que genera tres compartimentos
internos en lugar de dos como ocurre en las mitocondrias.
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Diferencias en algunos lipidos de membrana (cardiolipina en el caso de la mitocondrial).

No todas las células de una planta contienen cloroplastos (si plastos de otros tipos), mientras que si que contienen
mitocondrias.

ENERGIA LUMINICA

La luz esta formada por fotones, lo cuales presentan una energia asociada (cuantos).

Equacion de Plank : E=hv = h Tc

La energia de un fotén es inversamente proporcional a su longitud de onda.

La energia de un mol de fotones se conoce como Einstein, lo cual varia en funcién de la longitud de onda del fotén. Ya solo se
suele utilizar para hacer referencia a la cantidad de fotones que tenemos (2E = 2mol).

Solo con un fotdn de luz se puede obtener mucha mas energia de la que es necesaria para la sintesis de ATP.

CLOROFILAS

Son el principal pigmento fotosintético. N
Chlorophyll b

Presentan un anillo de porfirina similar al del grupo hemo pero con Mg en lugar de Fe Chiorophyll a
en su parte central.

Absorbance

Estas clorofilas presentan un color verde ya que absorben la luz roja y la luz azul,
rebotando la verde.

Para llegar a estas conclusiones Engelman hizo un experimento para averiguar cuales

v

eran las luces mds eficientes para la fotosintesis. Cogié un filamento de algas 400 500 600 700
fotosintéticas y lo ilumind con luz descompuesta gracias a un prisma. Wavelength [nm]

A continuacion, afiadié una serie de bacterias que se acumulan en regiones con alta

concentracion de oxigeno. De esta forma observé como las bacterias se encontraban aglomeradas en las regiones azul y roja, lo
que le llevd a concluir que en estas regiones era en las que se estaba produciendo la fotosintesis.

PIGMENTOS FOTOSINTETICOS ACCESORIOS

Aumentan la eficiencia de absorcion aumentando el rango en el que pueden trabajar las clorofilas.

Las ficobilinas son pigmentos accesorios muy abundantes en cianobacterias y algas rojas. Esto genera una ventaja sobre estos
organismos ya que son capaces de absorber luz a mayores profundidades (a donde solo llegan determinadas longitudes de onda).

Los carotenoides son pigmentos accesorios abundantes en plantas.
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ABSORCION DE LA LUZ

Te gradaas Consigues curro

Cuando un pigmento es excitado por un fotdn uno de sus electrones asciende a un orbital de energia superior. Para que eso ocurra

la energia que aporta el fotdn debe ser exactamente igual a la energia necesaria para esa transicion de orbital (ni por encima ni

por debajo).

Por ello, las diferentes clorofilas absorben a determinadas longitudes de onda.

El estado excitado es transitorio e inestable, por lo que la molécula va a querer regresar a su estado basal lo antes posible. Existen

diferentes estrategias para liberar esta energia y regresar a este estado basal:

e Calor
e  Luz de mayor longitud de onda (menos energia)

e Transferencia de esta energia a un aceptor que se encuentra muy cercano (transferencia de excitones).

e En lugar de volver el electrén a su estado basal este se transfiere a una molécula potencial cercana que tenga afinidad

por el mismo (foto-oxidacion). Solo ocurre de forma espontdanea si el aceptor presenta un redox superior al del donador

(mayor afinidad por lo electrones).

TRANSFERENCIA DE EXCITONES

Excited
state

Photon

Ground
state
Electrons

| ] | Il
Molecules Molecules

FOTOSISTEMAS

TRANSFERENCIA DE ELECTRONES
(FOTOOXIDACION)

Excited e
states
Photon
Ground
state
| 1] | I
Molecules Molecules

Los pigmentos que captan la luz estdn asociados a proteinas y se encuentran formando estructuras organizadas > Fotosistemas

Los pigmentos antena (situados en la periferia) van a absorber luz y van a transmitir la energia obtenida hacia el pigmento del

centro de reaccidn en forma de excitones.

Los pigmentos antena se encuentran unidos a complejos proteicos embedidos en la membrana = complejos captadores de luz

(LHC).

En este centro de reaccidn es donde tiene lugar la foto-oxidacién (transformacidn de energia luminica en quimica).
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En el centro de reaccién encontramos el par especial de clorofilas. En realidad,
son estructuralmente idénticas al resto de clorofilas, pero por su orientacion
y localizacién presentan un comportamiento diferente.

La energia tiende a llegar al centro de reaccidn por que su nivel energético se
encuentra algo por debajo del de las demds. Ademads, esto hace que una vez
la energia se transfiere a esta clorofila el exciton quede atrapado.

En esta situacion lo que ocurre es que el electrdn se transfiere a otra especie
aceptora ya que no es posible la transicién a otra clorofila.

Una vez se ha transferido este electrén al primer aceptor (separacidén de

®) Exciton transfer
A ! \\ 7 \ ; v \ \

Excited states 1

hv

Energy
Ground states
—
J
~

Antenna pigment molecules Reaction
center
chlorophyll

cargas), contintan una serie de transferencias redox hacia potenciales superiores, de forma similar a como ocurre en la cadena
transportadora de electrones. Conforme esto ocurre se genera un bombeo de protones a ambos lados de la membrana tilacoidal

para la produccién de ATP.

~1.0 -CLOROFILA*
-0.8 -
-0.6 |
-0.4
-0.2 - hv

ol

+0.2 -

+0.4 - Proton

CLOROFILA
+0.6 -

Gradient

'

Los pigmentos del centro de reaccion también pueden ser excitados por fotones.

RECUPERACION DE ELECTRON

El complejo de la clorofila necesita recuperar el electron que ha donado (ya se encuentra en el nivel energético basal ya que la

energia se transfirié con el electrén).
La reduccién de la clorofila se encuentra mediada por el agua.

BACTERIAS PURPURAS (CIRCUITO CERRADO)

Estos organismos presentan un centro de reaccioén de tipo Il.

Vamos a tener los distintos elementos embedidos en la membrana plasmatica (no hay cloroplastos).

Podemos distinguir tres mddulos:

. . PERIPLASMIC
— -Fotosistema tipo Il SPACE  LIGHT

— -Complejo del citocromo bcl (analogo

©)
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photosystem II cytochrome
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En este caso el pigmento del par especial es una bacterioclorofila A (P870) con su pico de absorcidén a 870nm.
Esta clorofila excitada cede su electrén a una BPheofitina — quinona A — quinona B.
La quinona B se puede desplazar hasta el complejo del citocromo bcl.

Finalmente, los electrones pasan de este complejo al citocromo c2 que retorna los electrones a la bacteriofila A reduciéndola.

1.0+ P870*
-0.8
-0.6 -
0.4k BPheo b
-0.2 - hv Elementos Qa
&l Moviles
+0.2 | l Cytochrome | . Q pool
S bcy complex
+0.4 hrome ¢y <
+0.6 - K Proton
Translocation

En realidad, la quinona B solo se traslada al complejo citocromobcl cuando se encuentra cargada con dos electrones (uno de cada
componente del par). Para poder desplazarse también necesita captar dos protones que después cedera en el lado contrario de
la membrana, colaborando a generar el gradiente.

P+
ADP ATP
Q cycle: additional
2H* proton transport 2 H*
Cytosol
- 4H*
Plasma
membrane
2 photons
++++ 4H*
Periplasmic D Cytochrongg Y
space Special-pair € 2H* 2H? o
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~
Bacterial reaction O Cytochrome bc, FoF, complex
center complex

I Dinlam: | adich

RESUMEN

No es necesario un donador exdgeno de electrones ya que el mecanismo es ciclico.

El mecanismo nos genera un gradiente de protones que permite la sintesis de ATP. Sin embargo no se genera poder reductor
(NADH).

El balance total es el transporte de 4 protones por cada par de electrones.

BACTERIAS VERDES DEL AZUFRE

Estos organismos presentan un centro de reaccion de tipo I.

En este caso el pigmento del par especial es una clorofila (P840) con su pico de absorcién a 840nm.

Esta clorofila excitada cede su electrén a una quinona.
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La quinona se puede desplazar hasta el complejo del citocromo bcl. sl g

5 - e
— [posor] =% v .
Finalmente, los electrones pasan de este complejo al citocromo que /0 B \ MAD
retorna los electrones a la clorofila reduciéndola. e "F:m
NADH

En algunos casos los electrones van por una via alternativa para la

generacion de poder reductor (NADH).
Excitons

En este caso necesitaremos un donador externo de electrones = acido

sulfurico. ‘ Q\

BALANCE -
e- \
Proton >
H.S S gradient -
2
PLANTAS / ALGAS / CIANOBACTERIAS

Tenemos dos fotosistemas en tandem: uno tipo Il y otro tipo |. Cada uno de ellos tiene un par especial de clorofilas algo diferente:
11 680nm y | 700nm.

Los electrones parten del agua y se desplazan desde el complejo Il al citocromo bf y al complejo I. Finalmente llegan al NADP para
generar NADPH.

El transporte de electrones entre el citocromo y el fotosistema | se realiza gracias a una plastocianina.

NADP* NADPH
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N
W STROMA
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17
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Los electrones del P680 pasan a una Pheofitina — Q1 — Q2 (2e) - [ —
citocromoBf — plastocianina—P700 — Hierro azufre — ferredoxina— NADP+ | P700%|
para producir NADPH. i Ao
° Photosystem Il \A,
El donador externo de electrones sera el agua. . -
B Pheo -\Fd
IMPORTANTE -> cambios bruscos en los potenciales redox de los centros | "0\: ! sa:.}mw
.z . ° s . L oxidoreductase
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z a q - 3 Light NADP*
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ol complex NADPH |
N\
Si nos damos cuenta en la respiracion los electrones se transfieren desde | "'"“"i""‘ g
. . Ligh
el NADH hasta formar una molécula de agua, mientras que en la [ s *m
, . . dient
fotosintesis la transferencia va desde el agua hasta generar NADPH. [ : p—
, . 0. : PQp Plastoquinone
Aunqgue son procesos opuestos y por ello no deberian ocurrir los dos en 1,0 g pq: Second quinone
la naturaleza, la energia de la luz hace que esto sea posible. 010, \>e——-[PS80] il e
1 ylloquinone
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REDUCCION NADP+

Consigues curro

Para esta reduccidn necesitamos dos electrones, por lo que la ferredoxina cede sus electrones al FAD+ (de uno en uno) para dar

lugar a FADH.

A continuacion, se transfiere otro electrén para generar FADH2. Finalmente, estos dos electrones se pueden transferir al NADP+

para generar NADPH.

RESUMEN

En el estroma es donde tiene lugar el ciclo de Calvin, por lo que el ATP y el NADPH necesitan estar en el estroma para poder ser

utilizados.

Para ello es necesario que los protones se tienen que acumular en el lumen de los tilacoides (dentro).

La oxidacidn del agua también tiene lugar en el lumen tilacoidal, ya que la oxidacion del agua libera protones, los cuales colaboran

a generar el gradiente.

H*
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_— water- splmlng
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complex plastoquinom ferredoxln
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— L J L
photosystem Il Y 1 + NADP* m
bg-f complex E ADP
L
1 | NADP reductase

O,y Gradiente de H* |

NADPH

Los elementos mdviles son = la quinona del fotosistema Il la plastocianina y la ferredoxina.

De los elementos moviles la plastocianina y la ferredoxina son solubles, mientras que la quinona se encuentra embedida en la

membrana.

Los complejos que transportan dos electrones son la quinona del fotosistema Il y la reductasa.

OXIDACION DEL AGUA EN EL FTII

Para liberar una molécula de oxigeno seran necesarias dos moléculas de agua.

2H,0 ——> 4H*+4e" + 0,

Se necesitan cuatro fotones para la liberacidon de una molécula de oxigeno, lo que indica que hacen falta dos fotones para oxidar

una molécula de agua.

Los electrones que reducen P680 no proceden directamente del agua, sino de un residuo de tirosina de una proteina que se

encuentra en le centro de reaccion.

Esta tirosina consigue reponer sus electrones captandolos del agua a través de un cluster.

Este cluster puede pasar por diferentes estados conforme va transfiriendo los electrones a la tirosina. Cuando el cluster se queda

sin electrones oxida dos moléculas de agua para generar una molécula de oxigeno y reponer asi sus electrones.
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Este complejo formador de oxigeno (OEC) se encuentra en la cara luminal de la membrana tilacoidal. En esta region también se
liberan dos protones que aportan al gradiente de protones que se esta formando.

BALANCE GLOBAL

Son necesarios 2 fotones para el transporte de un electrén a lo largo de la cadena ya que para el transporte de dos electrones
hace falta que dos fotones exciten cada uno de los fotosistemas. Es decir 2 e = 4 fotones // 1 e = 2 fotones.

Para la oxidacién del NAD+ son necesarios dos electrones.

Para la formacion de una molécula de agua necesitaremos cuatro fotones sobre el fotosistema Il ya que de esta forma reducimos
dos moléculas de agua. Esto quiere decir que sobre todo el sistema incide ocho fotones, cuatro en cada fotosistema.

BALANCE : 8 FOTONES > 1 02 + 12H* en el lumen + 2 NADPH en el estroma

FLUJO ELECTRONICO ALTERNATIVO

I Photosystem |
o P700%|
i Ik

Photosystem I \A Cuando los electrones llegan a la ferredoxina en lugar de producir

)
"f‘f"\r \;._s NADPH, regresan a la plastoquinona para repetir el ciclo.
Pheo Fd
- \:.QA Cyclic [=——= \ Esto no genera NADPH, pero si que genera un gradiente
> Fd:NADP+

3 PQ, oxidoreductase |  electroquimico de protones para la obtencion de ATP. Es decir, este

N\ . . -
- Light NA?P' mecanismo se activa cuando tenemos suficiente poder reductor y
NADPH necesidad energética, de forma que podemos potenciar la creacién

Plas\(:xy.nln % del gradiente de protones.
Light ‘
B [P700] s . . .
Proton También se produce en situaciones en las que la luz es muy intensa,
| gradient
escasez de agua, escasez de CO2 o escasez de NADP+.

| o PQ, Plastoquinone
H;0 é PQg Second quinone
Flo, ey 7. A, Electron acceptor chlorophyll

A; Phylloquinone

FOSFORILACION

Ocurre a través de una ATPsintasa que disipa el gradiente de protones para la fosforilacion de moléculas de ADP.

Los dominios principales se denominan cF1y cFO.
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GRADIENTE

Generalmente un gradiente electroquimico presenta dos componentes: el quimico y el eléctrico. En el caso de los protones del
cloroplasto el gradiente eléctrico practicamente desaparece ya que existen canales anidnicos y catidnicos que vana a moverse en
funcién de las necesidades para reducir al maximo el potencial de membrana.

Por ello el potencial principal de los protones sera en quimico. En consecuencia, la diferencia de concentraciones entre ambos
lados de la membrana puede alcanzar valores mas alto (mayores diferencias de pH que en la mitocondria).

Cr
chloroplast
stroma

thylakoid lumen

ORIENTACION

Puede parecer que la orientacion de la ATPasa es inversa pero funcionalmente esta es igual. Esto ocurre ya que en los cloroplastos
el dominio cF1 se encuentra en la cara externa de la membrana ya que los protones se acumulan en el interior. Por el contrario,
en la mitocondria la subunidad F1 se encuentra en la membrana interna ya que los protones se acumulan en el exterior.
fe———100 nm ——|

«

SUBUNIDADES C

ATP
El nimero de subunidades C de la FO es variable y determina el nimero de Protones que

deben atravesar la membrana para la sintesis de tres ATPs. AEip

Static

En el caso de la ATPasa de los cloroplastos tenemos 14 subunidades C, lo que quiere decir

gue necesitamos mover un mayor nimero de protones para la formacién del mismo nimero =

de ATPs. s
3

Rotates

1

H

o

Esto quiere decir que con los 12 protones que se mueven para la formacién de una molécula  gcoplasmic e

ium H Rotation of ¢ ring

de oxigeno no llegamos a formar tres moléculas de ATP.

Proton half Proton bound
“annel to aspartate

DISTRIBUCION DE LOS COMPLEJOS

El fotosistema | y la ATPsintasa se sitlan preferentemente en las zonas de lamelas, es decir en las zonas intercomunicantes no
apiladas. Esto favorece que que ambos complejos se encuentren mas en contacto con el estroma y por ello tenga un mayor aporte
de ADP, P y NAD+. Ademas, podrian aparecer problemas en el apilamiento de las membranas causado por las subunidades de la
ATPasa.

En cambio, el fotosistema Il se encuentra en las zonas de grana, es decir en las regiones apiladas de membrana. Esto se debe a
que el fotosistema Il no necesita ninglin aporte concreto desde el estroma.

Por ultimo, el citocromo bf se encuentra en cualquiera de las regiones.

Es importante que los dos fotosistemas no se encuentren demasiado juntos (centros de reaccién) para que no se produzca el paso
de la energia de los fotones en forma de escitones de un complejo a otro (ya que uno tiene mayor energia que el otro).
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MODULACION

En una situacién normal ambos fotosistemas se estimulan por igual, pero se puede regular la estimulacion de uno u otro
fotosistema.

En situaciones de luz intensa se produce una sobre estimulacidon del fotosistema Il por lo que se acumula plastoquinona y
plastocianina reducida. Para solventar esta situacion el complejo LHC2 se libera del fotosistema Il y en lugar de actuar como antena
para el fotosistema Il comienza a trabajar como antena para el I.

Esta situacion no se puede mantener durante mucho tiempo, ya que induce el transporte ciclico de electrones, de forma que LHC2
regresa al fotosistema II.

Funcionamiento equilibrado de PSIl y PSI

ESTADO 1

Estimulacion mas intensa de PSII

Activacion de Quinasa

Fosforilacion de LHCII
Translocacion de LHCII a las lamelas
Estimulacion de la actividad de PSI

Estimulacion mas intensa de PSI

ESTADO 2

2Mn" .. adt

Este paso de un fotosistema a otro se encuentra regulado por fosforilacion. Cuando se acumula plastoquinona reducida se activa
una quinasa que fosforila LHC2 en un dominio que interacciona con la membrana. Esta fosforilacion despega el complejo de la
membrana permitiendo su difusidn.

Cuando se acumula la plastoquinona oxidada se estimula una fosfatasa que defosforila al LHC2 y hace que regrese al fotosistemall.

Elimina la publicidad de este documento con 1 coin

Reservados todos los derechos. No se permite la explotacion econémica ni la transformacion de esta obra. Queda permitida la impresion en su totalidad.


https://wlh.es/v2/1706664558833/aHR0cHM6Ly93dW9sYWguY29tL3Nob3Avc3VzY3JpcGNpb25lcyUzRnRhYiUzRHR1cmJvJTI2bGlzdE5hbWUlM0Rub3Rlcy1hZA

