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MODULATION OF 2-OXOGLUTARATE DEHYDROGENASE AND OXIDATIVE
PHOSPHORYLATION BY Mg AND Pi IN HEART MUOCHONDRIA
José Salud Rodriguez Zavala.

Studies published in the decade of '90 usmg NMR or fluorescent dycs in cells and
mitochondria of different tissues, showed variations in the intracetlular M% concentration in
response to different hormones or agonists. All of these reports suggest that Mg” ' might be a second
messenger in the cell. However, most of these reports need to be confirmed. These reports prompted
us to evaluate the mechanisms of control of the oxidative phosphorylation and the 2-OGDH by Mg**
and its interplay with othcr effectors.

The effect of Mg’* on the oxidative phosphorylation using 2-OG or succmate (plus rotenone)
as substrates was assayed. The sensitivity of oxidative phos;)horylauon to Mg®* was different when
2-0G or succinate (plus rotenonc) were used: the Kos for Mg was lowet wnh succmate The
difference in sensitivity to Mg?* indicated the existence of at least two sites of Mg?* modulation in
the metabolic pathway. The first site at the level of the 2-OGDH and the second localized at the
phosphorylating system level (the ATP synthase or the translocator of adenine-nucleotides). It was
observed that the increment ‘0f Mg?' activated the As:ADP synthesis, indicating that the Mg*'
activation site in the phosphorylatmg system was the ATP sinthase.

The increment in [Mg*'}m increased the mcmbranc potential with. 2-0OG but not with
succinate as substrate. This observation indicated that Mg?" modulatlon was accomplished in a site
before the site 11 of the repiratory chain. Thus, the effect of Mg?* on the 2- OGDH was explored,
measuring the pyridine-nucleotides reduction. It was shown that one site of Mg?' activation was the
2-OGDH. It was slso determined that Pi potentiated the activation of the 2-OGDH by Mg” The
effect of Pi was through the lowering of the Koy of the 2-OGDH for Mg?* and the increment in the
Ve |

The effect of Pi on the Mg2+ modulation of 2-QGDH in intact mitochondria could be
explained by the following possibilities: a) Increments in the external Pi concentration, elevate the
intramitochondrial 2-OG concentration, as a consequence of its exchange with internal Pi. Thus, the
2-OGDH activity increases with the increment of one of the substrates of the reaction; b) That the
increment of external Pi modifies the intramitochondrial pH value by the activity of the PyH+
simport, and the intramitochondrial pH increment would induce 2-OGDH activation; ¢) Finally, a
direct interaction of Pi with 2-OGDH in a specific site. To examine these possibilities thc use of the
isolated 2-OGDH was necessary.

Experiments with the isolated 2-OGDH showed that the activation of 2-OGDH by Pi is
direct. It was determined that this activation was apparent al physiological concentrations of Pi (< 5
mM), although this activation also occured at Pi concentraticns higher than 10 mM. :

-1t was also showed that Mg?’, Pi, ADP or ATP modulated the 2-OGDH but the complexes
formed by Mg?' were more potent effectors. The mechanism of activation by Pi, ADP, Mg-Pi and
Mg-ADP was by increasing the affinity of 2-OGDH for its substrate and the V. On the other hand,
ATP inhibited the 2-OGDH by chelating the free Mg’' and diminishing the V. 1t was established
the following order of potency; Mg-ADP>Mg- P|>ADP>P|>M32'
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MODULACION DE LA 2-OXOGLUTARATO  DESHIDROGENASA Y LA
FOSFORILACION OXIDATIVA POR Mg" Y Pi EN MITOCONDRIAS DE CORAZON.
José Salud Rodriguez Zavala

Diversos estudios reatizados a partir de la década de los '90 utilizando NMR o indicadores
fluorescentes en células y mi.tocondrias de diferentes tejidos. mostraron que ocurren variaciones en
la concentracion intracelutar de Mg’' en respuesta a diferentes hormonas y agonistas. Todos estos
reportes sugicren que el Mg?' puede ser un segundo mensajeio en la célula. Sin embargo, muchos de
estos reportes deben todavia ser confirmados. Estas observaciones nos condujcron a evaluar los
mecanismos de control de la fosforilacién oxidativa y 12 2-OGDH por el Mg?* y su interrelacion con
otros efectores.

Se explord el efecto del Mg?' sobre la fosforilacién oxidativa utilizando 2-0OG o succinato (+
rotenona) como sustratos. La sensibilidad a Mg’ de la fosforilacion oxldatwa fue diferente al
utilizar 2-0OG o succinato (+ rotenona) como sustralos siendo l1a Kgs por Mg*" menor en presencia
de succinato. Esta dlfercnc!a en sensibilidad al Mg?* nos sugirtd la existencia de por lo menos 2
sitios de modulacion por Mg?' en la via metabélica. Ef primero a nivel de la 2-OGDH y el segundo
localizado a nivel del sistema fosfonlame (fa ATP sintetasa o la translocasa de adenin-nucledtidos).
Se observo que al mcrememar el Mg?' se activaba la sintesis de ADP-As, indicando que el sitio de
activacion por Mg”' es la ATP smtetasa

El incremento en la [Mg?']., promuevié el aumento det potencial transmembranal con 2- OG
pero o con succinato como ‘sustrato. Esta observacion nos indicé que la modulacion por Mg®* se
realiza en algun smo antes del complejo il de la cadena revpiratoria. Por lo anterior se exploro el
efecto del Mg?' sobre la 2-OGDH, midiendo la reduccién de piridin-nucledtidos. En estos
experimentos se determinG que un sitio de activacion por Mg era la 2-OGDH. Se determind
ademés que ¢l Pi potencia Ia activacidn de Ja 2-OGDH por Mg?', mediante 1a disminucion de la Ko«
por el catién y el incremento de la velocidad maxima de la rescc:on

Para cxphcar el efecto del Pi sobre la activacién por Mg?' de 1a 2-OGDH en las mitocondrias
intactas surgieron las siguientes posibilidades: a). Que al incrementar la concentracién de Pi externo,
se aumente también la concentracidn de 2-OG intramitocondrial, como consecuencia de su
intercambio con Pi interno. De esta forma, se incrementa ia nctividad de la enzima al incrementarse
la concentracién de uno de los sustratos de la reaccion; b). Que al incrementar el Pi externo, el pi
intramitocondrial se modifica por la actividad del simportador Pi/H', y el aumenio en el pH
intramitocondrial sea e} responsable de la activacion de la ¢nzima; c). Por Gltimo, una interaccion
directa del Pi con la 2-OGDH en un sitio especifico para su activacion. Para examinar cstas
posibilidades se hizo necesaria la utilizacidn de la 2-OGDH aislada.

Al trabajar con la enzima aislada, s¢ determiné que ¢l Pi activa a la 2-OGDH mediante una
interaccion directa. Se determiné ademas, que esta activacion ocurre & concentraciones fisiologicas
de fosfato (< 5 mM) Bunque también puede ocurrir a concentraciones de Pi mayores 8 10 mM. Se
demostré que el Mg, el Pi, el ADP o el ATP fibres modulan la actividad de la 2-OGDH pero que
los complejos formados con Mg?' (Mg-Pi, Mg-ADP, Mg-ATP) son efectores mas potentes. El
mecanismo para la activacion por el Pi, et ADP, ¢l Mg-Pi y ¢} Mg-ADP fue mediante ¢l incremento
de la afinidad dc ia 2 OGDH por su sustrata y de la V,,. Por otro lado, el ATP inhibio a la 2-OGDH
secuestrando al Mg?' tibre y disminuyendo la Vo, Se establecio el siguiente orden de potencia Mg-
ADP > Mg-Pi > ADP > Pi > Mg®".
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1. INTRODUCCION

a). MOVIMIENTOS INTRACELULARES DE Mg®",

Esta bien establecido que el Mg®* es un cofactor esencial para la acfividad de
muchas enzimas; sin embargo, debido a que hasta hace poco tiempo prevalecia el
dogma de que el Mig2+ permanecia constante en una concentracion alrededor de 1 mM
en el citosol de las células, parecia improbable visualizar al Mg®* como un activador
enzimatico, que pudiera actuar como segundo mensajero intracelular como lo hace el
Ca®". Ademds, [a sobreestimacién de la concentracion de Mg®* libre en el espacio
intracelular fue consecuencia de la poca sensibilidad y especificidad de los métodos
disponibles en la época, haciendo pensar que el Mg se encontraba siempre presente
en concentraciones saturantes para las enzimas susceptibles de ser activadas.

A fines de los afos 80 y principio de los '90 se legré el disefio de nuevas
técnicas que hicieron posible la medicion de la concentracion intracelular del Mg®*
{principalmente la utilizacion de la resonancia magnética nuclear y el disefio de
indicadores fluorescentes especificos). Una vez que se pudo medir con certeza ia
concentracion de Mg®* intracelular, comenzaron a aparecer en la literatura reportes
demostrando las variaciones de las concentraciones citosdlica y mitocondrial de Mg**
en respuesta a estimulos hormonaies, la modulacién de procesos metabdlicos por estas
variaciones, y la vinculacién de la disminucién en la concentracién de Mg® con
diferentes padecimientos cardiacos humanos,

A la fecha, se trata de asignar al Mg®' un papel de segundc mensajero
intracelular, similar al que se ha demostrado para ef Ca®* en diversos tipos de células.

La siguiente revisién trata de cubrir algunos de ios aspectos involucrados en la



sobreestimacion del Mg?* asi como de las metodologias cominmente utilizadas para l2
medicion del Mg®* intracelular y la demostracién de la variacién del Mg?* en diferentes

tipos de células.



22 BIOQUIMICA Y FISIOLOGIA DEL Mg?* EN EL CORAZON Y EN OTROS ORGANOS

José Salud RodriguezZavala

Palabras clave: Magnesio. Mag-fura-2, Corazén.
Key words: Magnesium. Mag-fura.2. Heart.

INTRODUCCION

El Mg?* es un conslituyente importante de las
células y es un cofactor necesario para una gran
variedad de enzimas especiaimente aquellas involu-
cradas en la {ransfercncia de grupos fosfato. El mag-
nesio es el segundo o tercer cation intracelular mas
abundante, después del K* y el Ca®*. Cerca del 95%
del contenido de Mg?* en los drganos esta localizado
en algin compartimiento intracelular. £ efecto bio-
logico del Mg?* reside en su habilidad para formar
quelatos ¥ en la compelencia que establece con el
Ca® por unirse a los mismos sitios y moléculas. E
Mg?* puede unirse a substratos, enzimasy compues-
tos estruclurales de la célula como son proteinas,
fosfolipidos y acidos nucleicos.!

TRANSPORTE

La quimica del Mg? oirece problemas inusuales
para los sistemas de transporte. Por ejemplo, ¢l ato-
mo de Mg? puede acomodar 6 moléculas de agua
para formar el hidvato Mg (14,0} # y la velocidad de
intercambie de las moléculas de agua en la capa de
hidratacién interna es aproximadamente 1% veces
mas lenfa para Mg? (~10" moléculas/sec} que para
Na*, K* o Ca?* (~10%10? moléculas/sec)?. Esta lenti-
tud para liberar el agua debe influenciar la forma en
que el Mg# se acerca y se une a los silios de trans-
porte. Elion hidratado puede imaginarse muy gran-
de, mientras que el ion deshidratado es muy peque-
o y altamente cargado. El Mg?* hidratado (la forma
disponible para fos sistemas de transporte de la
membrana) tiene de 350 a 400 veces el volumen de
la forma no hidratada, caso totalinente gpuesto si se
comparan los valores de incremento en el volumen,
de 5a 35 veces para tas formas hidratadas compara-
das con Jas formas deshidratadas del Ca?+, Na*, i+ 3
Debido a que la diferencia del potencial elécirico
transmembral en T mayorta de las células animales
es de 6090 mV, la concentracién de Mg?* intracelu-

lar deberia ser 10%10° veces mayor que la extrace-
lular. Sin embargo fa concentracion de Mg?* libre ci-
tosélica ({Mg?].), alcanza solamente concentracio-
nes de 0.5 a 1.0 mM comparada con la concen-
tracion de Mg?* extracelutar ((Mg?1,,) de 0.5 1 mM.
Por lo anterior se sospecha que en células con un alto
poiencial transmembranal debe de existir difusién
(mediada por un acarreador) hacia el interior de la
célula y un transporte activo de Mg? hacia el exte-
rior de la célula, que ayuden a mantener la (Mg?*],
por abajo de su gradiente electroquimico.!

Los primeros experimentos de transporte de
Mg? demosiraron que es dificil cambiar el conteni-
do de Mg* delacélula. En diferentes tipos de células
se observd que el #Mg?* se equilibra muy lentamen.
te, sugiriendo que las membranas tienen baja per-
meabilidad at Mg*, por lo que se pensd que no
existian sistemas de transporte para este cation. Las
técnicas nuevas para medir Mg® han permitido un
andlisis mas detallade de ta homeostasis del Mgy
proveen clara evidencia de 1a existencia de sistemas
de transporie especilicos para el ion. El ransporte de
Mg?* se ha demoslrado en una amplia variedad
de tefidos. Trabajos con axén de caiamar, musculo de
lapa, sinaptosomas y eritrocitos de diferentes es-
pecies indican que el principal mecanismo para
mantener al [Mg?*]. por abajo de su equilibrio elec-
troquimico cs la salida de Mg dependiente de so-
dio. El transporie en estos tejidos comparte muchas
caracterislicas, o cual sugiere que, en lugar de mu-
chos sistemas de transporte especificos de tejido,
existe un sistema comin ampliamente distribuido,
Qtro mecanismo propuesto es la entrada de Mg?* a
manera de simportador o cotransportador acompa-
findo por un Na*. Aunque no es claro si existen dos
transportadores (un intercambiador Na*/Mg™ y un
simportador Mg2*-Na*) o sila direccién delintercam-
biador Na*/Mg®* se invierte a bajas concentraciones
de sodio externo ([Na*].J). Existen lambién trans-
porladores de Mg™ independiontes de Na*, pero
todavia no existe suficiente informacion para tener

Departamento de Biogquimica, Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. (INCICH. Juan Badianoe No, 1. Col. Seccién

XV1, 14080 México, D.F.).
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Mg EN MIOCARDIO

un esquema completo de estos sistemas de transpor-
te. Un antiportador H*/Mg®* ¥ un uniportador de
Mg?* parecen estar involucrados en la regulacion de
los niveles de Mg?* mitacandrial, y estos deben tam-
bién estar presentes en otras membranas.t

Se ha demostrade que mitocondrias aisladas pue-
den acumular y expulsar Mg®* por procesos que son
dependientes de la respiracién y sensibles a desaco-
plantes.5 Debido a que ni el rojo de rutenio {inhibidor
del acarreador electroforético de Ca?*) niel diltiazem
(inhibidor del intercambiador Ca?*/Na*) afectan el
influjo o el eflujo de Mg?*, se propone que el trans-
porte de Mg?* por la mitocondria es diferente del
transporte de Ca®. El transporte de Mg?* de la mito-
condria se inhibe por K*, ATP y ADP; por lo tanto
este l:‘;ansporte en condiciones in situ debe ser muy
lento.

MODULACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

Existen alrededor de 300 enzimas descritas que son
activadas por el Mg?* entre las que tenemos a la
2oxoglutarato deshidrogenasa, hexocinasa, fosfo-
glicerato cinasa, enolasa, piruvato cinasa, pirofosfa-
tasa y las ATPasas entre otras. En general, €l efecto
del Mg?* sobre la actividad enzimatica muestra una
cinética de campana, en analogia al efecto del pH
(Figura I).

Actividad

I T T T T T T
¢ 10t 100 167 10!
(Mg"“] (M)}

FiG. 1: Efecto de] Mg® sobre la actividad enzimatica. (Modifica-
dode[1].

2463

Esta cinética de campana consiste de dos curvas
sigmoidales; (a) activacién y (b} irhibicién, aican-
zando un valor de transicién alrededor de 1 mM. La
activacion por Mg? puede provenir de su unién a
substrate (5): el Mg?* se une al substrato reduciendo
la carga negativa y permitiéndole el acceso al sitio
catalitico de la enzima. Otro mecanismo es la unién
del Mg?* a la enzima, estabilizando su conformacion
activa. E] Mg? puede ademas unirse a ambos, subs-
trato y enzima ejerciendo a la vez los dos efectos. la
inhibicién se origina por la unién inespecifica del
Mg?* ala enzima (especialmente a residuos firosilo,
aspartilo y glutamilo) y esto ocusre generalmente a
altas concentraciones de Mg?*, de manera similar a lo
que ocurre en la unién del Mg?* a la albimina del
suero. Por otro fado, el Mg?* a altas concentraciones
compite con el complejo magnesio-substrato (Mg-5)
por ¢l centro activo de la enzima o pueden formarse
complejos del substrato con mas de un Mg?*, los
cuales son enzimaticamente inactivos. Para que el
Mg?* pueda actuar como regulador de la actividad
enzimatica, se requiere que su cencentracién varie
en el ambiente intracelular de la enzima, el cual
pueder ser: el citosol, la mitocondria, el nicleo o
cualquier otro compartimento intracelular.

Se ha determinado que la concentracién total de
Mg?* en el suerc humano es de 0.89 mM. Debido a
que parte de éste se encuentra unido a la albtimina
y 2 otros componentes del suero, la concentracién
de Mg libre extracelular es sélo de 0.5 mM.

El contenide de Mg?* celular es de 3-9 mmol/kg
de peso himedo dependiendo del tipo de célula. La
mayor parte de este Mg?* se localiza en los microso-
mas {derivados del reticulo endoplasmico rugoso) v
en las mitocondrias. Los microsomas contienen una
alta cantidad de ribosomas en ios cuales se encuen-
tran sitios de union de alta afiridad por el Mg?*, lo
cual explica la alta concentracién del catién en estos
cuerpos. En mitocondrias de higado alrededor del
40% del Mg? se encuentra en el espacio intermem-
branal y el 50% en la matriz. Las membranas externa
¢ interna contienen cada una sélo alrededor del 5%
det Mg?* mitocondrial total. El alto contenido de
Mg?®* en la matriz mitocondrial se explica por la alta
cantidad de volumen existente en este compartimen-
to, aproximadamente el 55%; tambien por el alto
contenido de ATP y fosfato inorganico en el prganelo
¥ el pH relativamente alcalino. A pesar del alto con-
tenido de Mg?* total en la mitocondria, su concentra-
cion libre en la matriz mitocondrial es muy baja, una
concentracién muy similar a la determinada en el
citosol. La utilizacion del microanalisis de rayos X en
la microscopia electrénica ha permitido medir el
contenido total de Mg en las mitocondriag in sify
de varias preparaciones cardiacas y se han determi-
nado valores de 22 a 56 mM Mg2+$ :

Antiguamente se pensaba que el Mg2* intracelu-
lar no variaba ¥y que su concentracién permanecia
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b

constante por arriba de 1 mM, coma lo muestran los
dates de [Mg#] determinado antes de 1980 (Tabla
I}, en donde puede observarse que, exceptuado los
valores encontrados en eritrocitos, el rango de
[Mg?}ideterminado en diferentes tipos de tejidos va
desde 0.9 hasta 2.4 mM. Ahora se sabe que.estos
valores son altos. La sobreestimacién de las [Mg?i,
se debio a la poca disponibilidad de métodos para
medir Mg® y la baja sensibilidad que mostraban los
pocos métodos existentes en la época. La nocién de
que la [Mg*|. se mantenia en un valor constante,
alrededor de 1 mM en diferentes condiciones, ha
cambiade en los iltimos afos. Mediante el diseno de
nuevas resinas para microelectrodos selectivos para
iones (MESI), la utilizacién de la resonancia magné-
tica nuclear y mediante el uso de indicadores fluo-
rescentes permeables a membranas biclogicas, se
ha determinado que la [Mg?]. se encuentra en el
rango de 0.4-0.8 mM, dependiendo del tejido en
estudio (Tabla 727,

Determinacion de la concentracion
intracelular de Mg2+ libre

Técnica del punto nulo: Las primeras mediciones
citosolicas ¢ intramitocondriales de Mg?* libre se
realizaron de manera indirecta, mediante la utiliza-
cion de la técnica del punto nulo. Esta técnica invo-
Jucra la resuspension de células o mitocondrias des-
energizadas, en un medio que contiene un indicador
sensible 2 Mg impermeable a la membrana (como
el antipirilase 1) 0 un electrodo sensible a Mg?, v
la variacion de la IMg#] en el medio de resuspen-
sidm. La concentracién de Mg? a Ya cual no ocurre
cambio en la sefial después de la adicidn del
ionoforo para cationes divalentes A23187 es el
Namado punto aulo {(Figura 2). En este punto, se
relaciona ta [Mg*],, con la concentracién de Mg?
libre intramitocondrial ((Mg®] } como sigue:
[Mg?],./IMg*|m=10%4%"_De aqui puede ser lue-
go determinada la [Mg?*] _ si se conoce el gradiente
transmembranal de protones, ya que el transporte de
Mg? por el A23187 involucra el intercambio por
2H*. 2.2 Recientemente se demostrd que el A23187
no es capaz de equilibrar totalmente los gradientes
de Mg? en la mitocondria,?! como se puede obser-
var en la figura 6B,% 10 que avments las concentra-
ciones de Mg?* determinadas por esta técnica,
Resonancia magnética nuclear. En la determina-
cion de las concentraciones de Mg?* calculadas por
resonancia magnética nuclear (NMR) mestradas en
1a tabla 2, se utilizé el método convencional para
hacer el andlisis. Este método consiste en aprove-
charel desplazamiento quimico gue tiene la sefial del
[osfato b del ATF en el espectro de NME, relativa a
la resonancia del fosfate @, cuando el Mg®* se une al
ATP (la unidn del Mg2 al ATP es a los fosfatos B y
¥ pero no al o como se muestra en la (Figura 3), por

ARCH INST CARDIOL MEX

IS RODRIGUEZ ZAVALA

lo que la senal de este fosfato no sufre desplazamien-
lo quimico). La K4 para el complejo ATP-Mg a pH 7.0
es de 38-78 uM; ¥ en el musculo cardiaco este valor
es un orden de magnitud por abajo de la concentra-
cion de Mg libre. En estas condiciones, el complejo
ATP-Mg esta cerca de la saturacién, por tanto el
desplazamiento quimico de los fosfatos 0 ydel ATP
es relativamente insensible a variaciones en la
[Mg?*]..% Por lo tanto, para poder apreciar cambios
en la concentracion de Mg?* por este método se
requiere de que las variaciones en la [Mg?*[ sean
muy grandes. Por lo anterior, las {Mg?*|c determina-
das por este método no son del todo confiables.

Los datos de concentracién de Mg? mas confia-
bles, obtenidos por NMR, son aquellos que se basan
en la utilizacidn de compuestos con una Kd por Mg?+
por arriba de la del ATP (generalmente son com-
puestos sintéticas camo los derivadas del c-aminofe-
nol triacetato (APTRA) que presentan valores de Kq
para Mg?* en el rango de 0.6-3 mM y que se pueden
internalizar a la célula mediante sus derivados ace-
toximetil esteres), lo cual permite que el sistema no
se sature con Mg?* y los cambios en Ja concentracion
intracelular de este sean aparentes.3! Clarke et a]®2
desarrollaron recientemente una nueva forma de
determinar la {Mg?*]. a partir del espectro de 31p-
NMR del ATP, la cual consiste en utilizar el cambio
en la altura de las sefiales de los fosfatos B o ycuando
el ATP une Mg?* y relacionandola con la altura de la
sefial del fosfato o, la cual no cambia con la union det
Mg? (Figura 4). Elincremento en: la altura de estas
sefiales de resonancia al adicionar Mg? es hasta de
2.5 veces, lo cual provee de una mayor sensibifidad
del espectro de *'P-NMR del ATP a cambios en la
[Mg* .y, por lo tanto, una mayor exactttud y confia-
bilidad en los calculos de [Mg™] que de ellos se
derive,

Utilizarion de indicadores fluorescentes: Los indi-
cadores fluorescentes han evolucionado a pasos agi-
gantados desde €]l Quin-2 que fue el primer indicador
fluorescente disefiado para medir Ca®* % y 13 intro-
duccion de fas formas de acetoximetil esteres de los
indicadores,™ pasando por el diseno del Indo-1 y el
fura-2 con mayor sensibilidad a cambios en la
[Ca®*], {a utilizacién de los indicadores con longi-
tudes de onda de excitacion en el rango visible como
el Fluo-3 o el Rhod-1,% hasta €l disefo de los indica-
dores fluorescentes para medir Mg?* como son el Fu-
raptra,?’ el Mag-Indo-1,%7 Magnesium-Green? (Fi-
gura 5) y los derivados de dextran de los indicado-
res3 En la (Table 1), se muestran los valores de K,
del complejo Indicador-Mg detenninados en diferen-
tes tejidos a diferentes valores de pH v temperatura.

La estrategia de enmascarar los carboxilos de
los indicadores con grupos ésteres permite que el
compuesto sea permeable a la membrana, una vez
en el citosol 0 en la matriz mitocendrial los grupos
ésteres son hidrolizados por esterasas inespecifi-
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Tabla 1
Concentraciones de Mg2+ libre ([Mg2+])
(determinadas hasta 1980}
Tipa de Célula Especie [Mg™] mM Observaciones Método Referencia

enitrotitos humanos 025 aerobico 8p NMR a
.45 aerobico intercambio de cationes b
0.67 anaerdhico p NMR a
0.57 anaerdbico intercambio b
0.5 glicolisis c
0.4 A23187 d
cerebro rata 1 Sitio de Union de Mg®* e
15 Aconitato Hidratasa e
rifién rata 22 Sitio de Union de Mg e
1O actividad* electrodo {
higado rata 1.5 Sitio de Union a Mg™ e
1 Aconitato Hidratasa e
0.9 actividad” eiectrodo {
16 enzimatico [
mitocondrias de higado rata 16 enzimatico c
musculo rata i actividad* Electrodo f
2.8 enzimatico c
rana 0.6 3lp NRM I3
44 3p NRM h
células tumorales ralon 0.44 1P NRM i
1.6 enzimatico ¢
08 actividad* electrodo f

“valores expresades como actividad [a], debido al desconecimiento del coeficiente de actividad [y] en el fluido intracelutar,

a~v.c. donde y=coeliciente de actividad, c=concentracion, y2 0.5.

a. Gupta. R. K, Benovic, ). L., Rose, Z. B. (1978) ].B.C., 254, 6172-6176; b. Achilles, W_, Klinger, R., Scheidl, B.. Frunder, H. {1978) Acta biol.
med. germ. 37, 1167-1166; ¢. Giinther, T. {1967) Z. Naturforsch. 22b, 149-154; d. Flatman, P.. Lew, V.. L. (1977) Nature, 267, 360-36%; e.
Veloso, D)., Guynn, R. W., Oskarsson, M., Veech, R, L. (1973) J.B.C. 248, 48114819; {. Giinther, T.. Dom, F. {1971} Z. Naturforsch. 26b,
176-177; g. Gupta, R. K., Moore, R. D, (1980} ].B.C. 255, 3987-3993; h_ Cohen, S. M., Burt. C. T. {1877) Proc. Nat. Acad. Sci. 74, 42714275,
i. Gupta, R. K, Yushok, W. D. (1980} Proc. Nat. Acad. Sci. 77, 24872491

Modificada de Giinter 1981.
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Tabla II
Yalores de [Mg2+} en diferentes tejidos
(determinados de 1988 hasta 1997)
Mg®* (mM) Tejido Método Referencia
0.5 corazon de rata Np.NMR Borchgre;-ink etal (1989)7
06 corazén de rata Sp.NMR Kirkels et ai (1989)°
07 corazon de rata Mp.NMR Headrick & Willis (1989)°
04 corazon de huron MESI (ETH) Blatter & McGuigan (1988)"
085  muisculo esquelético de rana MES! (ETH 5214) Blatter et al (1990)"!
12 corazon de hurén 19F NMR (fluorocitrate)  Kirschenlohr et al (1988)™
0.85 corazén de rata 9F NMR (F APTRA) Murphy et al (1989) '3
0.5 células de corazdn de pollo en cultivo  Fluorescencia (Furaptra) Murphy et 2l (1989 u
0.48 mitocondrias de corazdn de res fluorescencia (Furaptra)  Jung et al (1990)5
0.2 Eritrocitos humanos (oxigenados) é.lP-NRM Laughlin and Thompson (1996) 15
0.6 Eritrocitos humanos (desoxigenados)
0.82 células acinares de pincreas de rata fluorescencia (Furaptra)  Singh y Wiadom (1995) 16
031 células de musculo lise vascular flucrescencia (Furaptra)  Okada et al (1992)"7
I.1 hepatocitos de rata en cultivo flugrescencia (Furaptra)  Harman et al (1990) 18
0.36 acino de mucosa sublingual de rata fluorescencia (Furaptra)  Zhang y Melvin (1994)'°
0.63 cardiomiocitos aislados de rata fluorescencia (Furaptra)  Liy Quamme (1994) 2
05 mitocondrias de corazdn de res fluorescencia (Furaptra)  Jung et al (1996)21
0.67 corazon de res fluorescencia (Furaptra)  Jung ef al (1997) &
051 células de ascitis de Ehrlich fluorescencia (Furaptra) ~ Wolf et al (1996)%
0.42 mitocondrias de corazén de rata fluorescencia (Furaptra vy Rutter et al (1990)*!
Mag-Inde-1)
081  Células de ascitis AS-30D Mag-Indo-1 Rodriguez-Enriquez et al {1997)%
0.54 mitecondrias de corazén de rata fluorescencia (Furaptra)  Rodriguez-Zavalaand
Maoreno-Sanchez (1997)%
059 hepatocitos de rata furaptra Rajuetal (a8
ARCH INST CARDIOL MEX
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Fi6. 2 Técnica del punto nulo para la determinacion de la [Mg®' ],
y [Mg¥],.. Modificado de [28]).
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Fi5. 3: Estabilizacion de un atomo de Mg™ por el ATP. (en
negrillas se muestran los dtomos que participan en la estabiliza-
cion} (Modificado de [32]).
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FiG. 4: Espectros de resonapcia magnetica naclear del ATP a
diferentes concentraciones de Mg>. G6P, glucosa 6 fosfato: Pi,
fosfato; Per, creatina fosfato; yPi, fosfato y del ATP; aPj, fosfato o
del ATP; pPi, foslato B del ATP (Moditicado de {321).
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FiG. 5: Estructura quimica de algunos indicadores fluorescentes

selectivos para Mg*".

R = 0K ). mag-fura-2, b). Magnesium Green y ¢). mag-indo-1.

R =-OCH,OCCH,: a}. mag-fura-2/AM. b}, Magnesium Green/AM
L1}

(2]
y¢). mag-indo-1/AM.

cas, generando la forma cargada de) indicador. per-
mitiendo que este quede atrapado en el comparti-
miento, listo para fluorescer al unir al ion. Una vez
internalizado, es necesario evaluar 1a concentracién
interna de indicador (el cual debe de estar por abajo
de 200-300 uM), para evitar interferencias del indica-
dor con la homeostasis normal del catién; otro de los
posibles inconvenientes de la acumulacion excesiva
de indicador es que al hidrolizarse los residuos éste-
res de los indicadores, se generan los 4cidos acético
y formico, los cuales pueden alterar de manera im-
portante el pH interno. Esta técnica permite ademas
la medicion citosélica e intramitocondrial de iones
sin comprometer la integridad de la membrana, en
células y mitocendrias intactas y totalmente acopla-
das.

El indicador de Mg?* mas utilizado es el Mag-
Fura-2 o Furaptra. En la Figura 6 se muestran los
espectros de excitacidn del indicador en solucidn
acuosa ¥ en la matriz de mitocondrias de corazon
de rata, a diferentes concentraciones de Mg~ La
utilizacién de este indicador para medir la [Mg?*],
involucra su internalizacion en la célula o ]a mito-
condria v la correcta calibracién de la seial fluo-
rescente. Inicialmente para medir Mg?* con este
indicador se utilizaba el método del “cociente”™,??
el cualinvolucrala utilizacion de dos longitudes de

VOL6S MAYO-JUNIO, 1908
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Tabla IIL
Valores de Kd para Mg2+ de algunos indicadores en diferentes condiciones
e Indicador Kd ___pH ToC ____Tejido Referencia
may-fura-2 19 5574 22:27 sln. acuosa 37
mag-inde-1 27 5574 2225 sln. acuosa 37
mag-fura-5 23 5574 2225 sln. acuosa 37
magnesium-grecn 1.0 — - sln, acuosa 37
magnesium-orange 39 — 22 sln. acupsa 37
mag-fura-red 25 — 22 sin, acuosa 37
mag-fura-2 15 — —_ corazon de polia 16
mag-fura-2 L5 85 37 cétulas de miisculo liso vascular 19
mag-fura-2 1.0 - 37 hepatocitos de rata 20
mag-fura-2 15 74 23 acino de mucosa sublingual de rata 2
mag-fura-2 145 74 23 cardiomiocitos aislados de rata 22
mag-fura-2 21 73 25 tmitocondrias de corazén de res 23
mag-fura-2 2.1 73 25 corazon de res 23a
mag-fura-2 1.45 7.4 37 eélulas de ascitis de Ehrlich 24
mag-fura-2 23 73 30 mitocondrias de corazén de rata 26
mag-fura-2 1.52 72 30 mitocondrias de corazdn de rata
mag-fura-2 15 7.05 37 solucidn acuosa 27
mag-fura-2 15 74 20-25 neuronas en cultivo 38
mag-fura-2 225 705 37 acinos pancredticos 39
mag-indo-1 37 73 30 mitocendrias de corazén de rata 26
mag-inde-1 27 72 37 miocitos aislados de rata 40
magnesium-green 09 74 1022 cardiomiacitos de rata 41
magipdo] 297 74 30 células de ascitis AS30D 27

Em 493 nm
B Mg (mM)

Fluorescencia
Fluerescencia

OAI:?\II}\ [ T R B R B
250 300 350 406 450
o 460
280 Excitacién (nm) Excitacidn (am)

FiG. 6: Especiros de excitacién del indicador mag-fura-2 a diferentes concentraciones de Mg” en solucion acuosa {A) o en la matriz de
mitocondrias de corazon de rata en presencia de AZ3187 (D).
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onda de excitacion (340 y 375 nm) v unade emision
(485) en el caso particular de este indicador. Parala
determinacién de la [Mg#] por este método se
requiere de la obtencién de una Rmin (fluorescen-
cia del indicador en ausencia total de Mg2*), una
Rmax (flucrescencia del indicador en condiciones
de concentracién saturante de Mg}, S¢y S que
son las intensidades de fluorescencia a 375 nm
para furaptra a cero Mg?* y concentracidn saturan-
te de Mg? respectivamente. La Riin y S¢ son gene-
radas por la adicion de 4-BrA23187 y suficiente
EDTA/TRIS, pH 8 para quelar todo el Mg?* pre-
sente, mientras que la Ryax ¥ S, se obtienen por la
adicién de MgClz 50 mM. La concentracion de Mg?*
se obtiene de la sefal R utilizando la siguiente ecua-
cign 3

5

R-R
[A’{gzl* dez( ml;, YS_&

En esta ecuacidn ia constante de disociacién d=l
complejo indicador-Mg (Kamg®) en la matriz mito-
condrial debe calcularse para cada condicién experi-
mental.

Jung et al.?! gbservaron que el A23187 no es un
buen iondforo para Mg?* vy que el espectro de
excitacion del Mag-Fura-2 en la regién de 335-345
responde andomalamente al incrementar la concen-
tracion de Mg?*; estas observaciones fueron tam-
bién corroboradas en este laboratorie como se
muestra en la figura 6. En la figura 6A se puede
observar que el indicador en solucion acuosa, lle-
ga a la saturacion cuando la [Mg”'] es 10.5 mM
mientras que el indicador intramitocendrial re-
quiere mas de 50 mM de {Mg? lex para alcanzar la
saturacion (Figura 6B), lo cual demuestra que €l
iondforo no es capaz de equilibrar por completo los
gradientes de Mg?®*. En esta figura se puede obser-
var ademas la atenuacion de la senal fluorescente
descrita por Jung et al.,?! la cual es mas aparente
en la regidn de 335-345. Los cambios de fluores-
cencia en la region de 375-385 se recuperan al
agregar tritén X-100 0.005% {v/v) para permitir el
completo equilibrio de tos gradientes de Mg?* pera
en la regién de 335-345 la atenuacion persisle (da-
ios no mostrados), por lo que se sospecha que esle
efecto es debido a la union de proteinas al comple-
jo mag-fura-2-Mg.*? Estos resultados llevaron a
Jung et al?! a proponer modificaciones en el pro-
tocolo de calibracién: para la adquisicion de la
sefial se debe utilizar 1a longitud de onda de exita-
cion de 375 nm (esta region del espectro no es
alterada por la unién a proteinas), colectando la
emision a 485 nm. Para la calibracion de la senal
se debe de utilizar 4-BrA23187 (nosotros recomen-
damos sustituir el iondforo con Triton X-100 a una
concentracion final en la cuveta de 0.005%), para

264

permeabilizar a las mitocondrias sin cambiar ¢lam-
biente intramitocondrial del indicador, evitando b-
sarlas totalmente, lo cual ocasiona cambios artefac-
tuosos en la sedal fluorescente debidos a
alteracionesdeturbidez, fuerzaiénicayviscosidad.
Se requiere ademas de la determinacion de la Finia
{fluorescencia del indicador en ausencia total de
Mg?*) y Fmax (fuorescencia del indicador a con-
centracién saturante de Mg?*) come se menciond
arriba. La concentracion de Mg?t se determina
luego mediante 1a utilizacion de la siguiente ecua-
cion:2!
F._-F

1 . It
|Mg?] Ky pg (F F ]

nax

La Kymgutilizada en esta ecuacion para el comple-
jo Mag-Fura-2-Mg, puede ser aquella determinada
en solucion acuosa, ya que el comportamiento del
indicador es similar al observado en la célula o mito-
condria cuando se usa el espectro de excitacion en
la region de 360-380 nm, reflejando la respuesta del
indizcador libre a cambios en la concentracion de
Mg?+.

VARIACION FISIOLOGICA DE LA [Mg>]

Diversos estudios realizades a partir de 1989 utilizan-
do NMR o indicadores fluorescentes han demos-
trado que ocurren variaciones en la concentracion
de Mg?* en rcspuesta a diferentes hormonas v
agonistas., Por ejemplo, la norepinefrina induce
una liberacién neta del Mg®* celular,’® mientras
que la vasopresina induce la acumulacion de Mg
en hepatocitos aisladoes.* El flujo de Mg?* promue-
ve respectivamente una pérdida o una ganancia
del 10% del cation, ademas este cambio en la con-
centracion de Mg?* es rapidamente reversible.
Para que estos efectos sean evidentes se requiere
de la presencia de concentraciones fisiologicas de
NaCly Ca? extracelulares, lo cual indica la depen-
dencia de los flujos de Mg?* por estos cationes. La
adicidn de tapsigargina inhibe completamente la
entrada de Mg?* pero no su salida, sugiriendo que la
movilizacion del cation es hacia el reticulo endoplas-
mico en intercambio por el Ca?* libcrado, De manera
similar, en este tipo de células se ha determinado un
incremento en la [Mg®]_del 50% conun t,, < 205,
despues dela estlmulacmn con el agonista muscari-
nico carbacol; la magnitud y duracién de estos cam-
bios no se altero en un medio carente de Mg?,
indicando que el incremento en la [Mg?] _se debe a
la liberacion de Mg> de un almacén mtracelu]ar
Forskolina, el cual incrementa el contenido de AMP,
intracelular al estimular a la adenilato ciclasa, tam-
bién promueve un ineremento del 10% en la (Mg,
después de su adicion en acinos de mucosa sublin-
gual de rata.®® En este ultimo lrabajo se demuestra
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gue el incremento en la concentracion de Mg? diri-
gido por estos agonistas es mediante e incremento
en la concentracion de Ca?* intracelular.

En células pancreaticas acinares aisladas, Ia adi-
¢i6n de acetilcolina o colecitocinina-octapéptido pro-
mueve una significante disminucion en la (Mg#]c, la
cual se acompaia de la disminucion en la entrada de
45Ca?* y el incremento de la [Ca?*]. libre, promovien-
do un incremento en la secrecion de amilasa. En
estas células, el Mg se liberade manera dependien-
te del tiempo y esta liberacién es sensible a sodio,
amilorida extracelular (1 mM), dinitrofenol (10 mM)
y lidocaina (1 mM).18 Las adiciones de Arginina-va-
sopresina y endotelina-1 inducen un incremento en
la [Mg®} en células musculares aisladas, en tanto
que la estimulacion de la produccién de GMP: o
AMPc no alteraron la [Mg®].. El mecanismo de esta
movilizacion de Mg?* es probablemente a través de
un increments de la [Ca®*]. y ademds es indepen-
diente de la [Mg?*] externo.1?

La deplecidn de los almacenes de Ca?* sensibles
a [Ps, inducido por agonistas o-adrenérgicos, pro-
mueve una disminucién de la {Mg®*].. La utilizacion
de &(Diethylamino)octyl 3,4,5-trimetoxybenzoato,
un inhibidor de la via de liberacion de Ca?* sensible
a IPs, bloquea completamente la disminucién de la
[Mg**]. inducida por carbacol, mientras que tapsi-
gargina, un inhibidor de la Ca?*-ATPasa, el cual vacia
los almacenes de Ca® sensibles a IP3, estimula la
disminucién en la [Mg?]c, lo cual hace pensar que
esta disminucion se debe a la movilizacién del Mg?*
hacia los almacenes intracelulares de Ca?* sensibles
a IP3, cuando estos se depletan.!?

El ATP extracelular estimula la liberacion del 40%
del Mg? celular en células de ascitis y se propone
que esta liberacion de Mg?* la promueve et AMP.
sintetizado por la adenilato ciclasa, 1a cual es activada
a su vez por los productos de la ciclooxigenasa® En
células de ascitis la adicién de andlogos de AMPcy
de bajas concentraciones de prostaglandinas (PGE1
y PGE2, las cuales incrementan la sintesis de AMPc)
promueven una salida significativa de Mg?*. A este
respecto, se ha propuesto que el AMPc promueve la
liberacién de Mg?" através de la estimulacion directa
del antiportador Na'/Mg?* de la membrana plasma-
tica en células tumorales, en lugar de promover la
liberacién de Mg?* de la mitecondria como se ha
reportade para otros tipos de células 46

Existe un reporte indicando que la adicidn de
AMPc también induce una liberacién neta del 20 al
25% del Mg total en células y mitocondrias de
higado de rata, en ausencia de [Mg?*].,;*" sin embar-
20 esto no fue confirmado cuando se adiciona Mg2*
en ¢l medio de incubacion, lo cual sugiere que la
salida de Mg?* observada pudo deberse a la pérdida
de viabilidad de las células y mitocondrias en estas
condiciones.#® En mitocondrias aisladas de corazon,
la transicion del estado basal (estado 4) al estado
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activo (estado 3} de la respiracion lleva a una peque-
fia pero significativa elevacion en la {Mg”lm de
0.48mM a0.6-0.7 mM. Este incremento en la concen-
tracion de Mg?* libre en la matriz mitocondrial
({Mg? |} persiste durante Ia sintesis de ATP hasta
que el ADP adicionado se agota y entonces la [IMg® ]
regresa a su nivel basal; tavariacién en la [Mg® | se
inhibe con oligomicina.®* un inhibider de la ATP
sintetasa mitocondrial. Una elevacion en la Mg
de 44 pM a 1.69 mM también induce una estimula-
cion en la velocidad de sinlesis de citrulina en mito-
condrias de higado de rata.*? Se ha observado tam-
bién la modulacién de la glutaminasa mitocondrial
por 0-2 mM de Mg 30

Todos estos reportes que describen un movimien-
to activo de Mg?* en células v mitocondrias de dife-
rentes tejidos y en respuesta a diferentes agonistas,
sugieren que el Mg?* puede jugar un papel de segun-
do mensajero en la célula. Sin embargo, muchos de
estos reportes deben todavia ser confirmados, por lo
que queda todavia mucho por estudiar acerca de las
variaciones fisiologicas de la corcentracion de Mg
y sus efectos fisiolégicos. La variacién en la [Mg2*].
y la [Mg2*}n podria modular la actividad de varias
enzimas regulatorias de la glicolisis (hexocinasa,
PFK-1, PFK-2, gliceraldehido-3-fosfato deshidroge-
nasa, piruvato cinasa), glucogenesis (fosforilasa ci-
nasa), gluconeogenesis (fosfoeneol piruvato carbo-
xicinasa), sintesis de acidus grasos (citrato liasa),
degradacion de dcidos grasos {acil-CoA sintetasa),
ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa (2-oxogluta-
rato deshidrogenasa y ATP sintetasa}, sintesis de urea
(posiblemente a nivel de la carbamil fosfato sintetasa ¥
la N-acetil glutamato sintetasa) y la sintesis de purinas
y pirimidinas (aspartato transcarbamilasa).

IMPLICACIONES CLINICAS DE LA
HOMEOSTASIS CELULAR DEL Mg

Numerosas enfermedades cardiovasculares, tales
como el infarto al miocardio. v la fibrilacton ventricu-
lar estan asociadas con la hipomagnesemia.t La hi-
pomagnesemia causa una marcada disminucion en
el contenido total de Mg en los huesos y en el
musculo esquelético. En contraste, la hipomagnese-
mia no parece tener un gran efecto en el contenido
total de Mg?* del corazén. Debido a que la mayor
parte del Mg?* celular se encuentra principalmente
unido o secuestrado, podnan ocurrir cambies impor-
tantes en el Mg® libre, sin que ocurran cambios
significativos en el Mg?* total®

Se ha encontrado hipomagnesemia y una proba-
ble deficiencia de Mg?* ent un 7-10% de los pacientes
hospitalizados, pero estos raramente suelen estar
acopanados de sintomas clinicos relevantes. La cau-
sa de la hipomagnesemia en cardiologia esta fre-
cuentemente asociada a prolongadas terapias diuré-
ticas y aldosteroismo secundario.5-% Lgs “Torsades
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de pointes”, asi denominados por Dessertenne en
1966, represenlan una clase de taquicardia ventricu-
lar polimorfa ¥ no sostenida, identificada por el as-
pecto morfologico endulatorio de Ya linea isoeléctn-
ca. Hoy en dia se utiliza la inyeccion intravenosa
de una sal de Mp™ en el tratamiento de torsades de
pointes.® Se utilizan las sales de sulfato o clorure
de Mg?*, Se administra un bolo de 2 gr en inyeccion
intravenosa lenta constante a una perfusién continua
de 3 a 20 mg/min. El efecto es generalmente es
pectacular, se detieaen los torsades de pointes o
se reduce la duracion y la frecuencia de sus rein-
cidencias. Esta adicién se acompana habituaimen-
te de potasio. La rapidez del efecto indica que se
trata de un mecanismo farmacodiniamice extrace-
lular directo, en lugar de un mecanismo metabélico
intracelular. El acompafiamiento de una adicion de
carbonato de potasic intravenoso es una accion com-
plementaria favorable.

m

En estudios con animales, se ha demostrade que
el magnesio tiene propiedades cardioprotectivas y
de inhibidor de la agregacién plaquetaria. La tinica
indicacién verificada para el Mg?* intravenoso es el
tratamiento inicial de “torsade de pointes” y, en
pacienles selectos, la taquicardia ventricular mo-
nomorfica.’152 E| Mg?* puede suprimir las taguia-
rritmias inducidas por digitalis y convertir 1a taqui-
cardia supraventricular ponoxistica y la
taguicardia ventricular moenomérfica en ritmo s
nusal. Ademas, la administracién de Mg?* detiene
{a fibrilacién ventricular pero el efecto es transito-
rio. %5 No obstante lo anterior, el papel del Mg®
en ¢l tratamiento del infarto agudo del miocardio
y de las arritmias ventriculares en la insuficiencia
cardiaca® no es muy claro.
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b). FOSFORILACION OXIDATIVA.

La fosforilacidn oxidativa es el proceso mediante el cual se sintetiza ATP,
imputsado por la energia libre liberada durante la respiracion mitocondrial y en el que
participan enzimas localizadas en la membrana interna y en la matriz mitocondrial. La
fosforilacion oxidativa esta formada por dos componentes acoplados por el gradiente
electroquimico de protones (Aun'): un sistema oxidativo y un sistema fosforilante. El
sistema oxidativo esta constituido por los transportadores de sustratos, las enzimas del
ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. El sistema fosforilante esta formado por el

translocador de ATP/ADP, el acarreador de fosfatos y la ATP sintetasa.

PARTICIPACION DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA AL APORTE DE ATP
CELULAR

El contenido de mitocondrias por célula varia de tejido a tejido. En las células
cardiacas, por ejemplo, fas mitocondrias ocupan hasta un 40% del volumen total,
mientras que en las fibras esqueléticas tipo |, las mitocondrias solo representan el 1-2%
del volumen total celular. Ademas, el nimero de mitocondrias por célula y la actividad
especifica de las enzimas respiratorias se puede incrementar con el ejercicio. Por lo
tanto, cabe esperar diferencias de tejido a tejido en la actividad de la fosforilacion
oxidativa.

El suministro de ATP en los dos érganos mas especializados de los mamiferos:

el corazén y el cerebro, esta proporcionado exclusivamente por la fosforilacion

*

Resumen del trabajo publicado en Mensaje Bioquimico XX): 45-109 (1997).
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oxidativa. £n éstos, los substratos principales son los acidos grasos y ia glucosa
fespectivamente. La glictlisis no tiene la capacidad para proveer el ATP requerido para
mantener la elevada actividad celular de estos érganos. Liu y cols {1] determinaron
recientemente que la glicolisis contribuye con ef 6.7% del ATP utilizado en la funcién
contractil del corazon de una rata normal y con e! 8.9% en el corazon sometido a un
periodo de isquemia (30 min) y reperfusion. Los corazones postisquémicos sdlo
recuperan en un 26% el desarrollo de presion sistélica, mientras que la produccién de
ATP alcanza hasta un 72% de su valor original {100%, preisquemia). Como la glicolisis
no se afecté por la isquemia, entonces parece existir un desacoplamiento entre el
trabajo cardiaco y la fosforilacion oxidativa. Adn asi, la fosforilacién oxidativa continia
proveyendo el ATP requerido en el trabajo cardiaco de corazones que han
experimentado episodios semejantes al de un infarto [1].

Otros drganos como el higado, rifibn y pancreas también dependen
predominantemente de la fosforilacion oxidativa, aunque en estos casos la glicolisis ya
tiene una participacion significativa en el aporte de ATP. Estas observaciones sobre la
contribucion de la fosforilacion oxidativa se han realizado en un grupo reducido de
especies, principalmente rata y perro. Por tanto, no es recomendable generalizar la
conclusion de que la fosforilacién oxidativa es la unica fuente de ATP en corazon y
cerebro, hasta que se determine en otros drganos y en otras especies.

A pesar de que no se ha considerado al pancreas como un argano
completamente dependiente de la fosforilacion oxidativa, Ashcroft y cols {2] han
encontrado que cuando se inhibe la cadena respiratoria (y la fosforilacién oxidativa) con
rotenona, se induce una activacion de los canales de K* sensibles a ATP presentes en

las células f; el aumento en la actividad de los canales de K'-ATP, provocado por la
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disminucion del ATP, resulta en una hiperpolarizacidn de ia membrana plasmatica, lo
cual a su vez mantiene cerrados, por mas tiempo, a los canales de Ca®* dependientes
de voltaje, tiene como consecuencia un blogueo de la secrecion de insulina [2,3]. Por
tanto, la glicolisis no parece tener un aporte significativo al suministro de ATP en las
células B del pancreas, pues no puede mantener un nivel alto de ATP que promueva [a

secrecion de insulina.

MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ATPsintetasa / ATPasa

Se ha establecido un modelo general de la estructura de la ATP sintetasa a partir
de estudios principalmente de las enzimas de £. coli, de cloroplastos de espinaca y de
las mitocondrias de corazén de bovino. Esta enzima es una de las mas complejas
encontradas en los seres vivos, pues estd constituida por al menos 8 (0 13 en
mitocondrias de mamifero) subunidades diferentes, organizadas en una porcion
hidrosoluble (donde encentramos a las subunidades «, B, v, 8, €, Fg y 1a OSCP, que es
la subunidad que confiere la sensibilidad a la oligomicina) y otra hidrofébica (que
comprende a las subunidades a, b y ¢}, inmersa en la bicapa fosfolipidica {4,5].

Un aspecto fundamental de la modulacidn cinética de la ATP sintetasa es la
iocalizacion fisica de los sitios de union a adenin-nucledtidos (ADP y ATP), a Mg®', Piy
IF; (péptido inhibidor). En [a ATPsintetasa de cloroplastos se han determinado 6 sitios
de unidon a nucléotidos; dos de ellos de alta afinidad (Ky =1-5 uM), otro con un ADP no
intercambiable y los 3 sitios restantes de baja afinidad (K4 = 15-20 pM}. Al parecer, los
3 sitios de baja afinidad son los sitios cataliticos [6]. La ATPsintetasa de mitocondrias

también tiene 3 sitios de alta afinidad para nucleétidos (Ky = 18 nM) y 3 de baja afinidad
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(Kg = 1 uM) [7]. El sitio al cual el ADP no intercambiable se encuentra unido, aunque
catalitico, tiene una funcidn reguladora [8).

También existen 6 sitios de unién a cationes divalentes en la enzima (9], de los
cuales sdlo uno mantiene al Mg®* fuertemente unido en un medio con EDTA (quelante
potente de Mg®) y sulfato de amonio por mas de 50 horas [10]. Este sitio es
responsable de ia inactivacion de la enzima por Mg?* libre, lo cual se acompafia de la
disociacidn de la Fy [11]; 1a disociacién involucra a las subunidades o y parte de la y
[12]. La inactivacion de la enzima por Mg®* es lenta y requiere del ADP unido con alta
afinidad; asi, es posible que la especie que inactiva a {a enzima sea el Mg-ADP. La
inhibicién por Mg no se previene con ATP, GTP o ITP, ni tampoco con agentes
tiorreductores, mientras que la reasociacion de la Fy ala F, sl protege [12). En resumen
la F1 contiene 3 sitios de alta afinidad para e) Mg?* que promueven la catélisis y otros 3
sitios de baja afinidad que tienen una funcién reguladora {12].

Ademas, la concentracién de Mg?* modula la actividad de la enzima mediante su
unién al ATP o al ADP. Asi, a altas concentraciones de Mg® la relacion
hidrolisis/recambio (sintesis) disminuye [13], lo cual significa que el aumento en el Mg**
favorece la sintesis y la disminucion en el Mg®* favorece la hidrélisis. Estas
observaciones son consistentes con la idea de que el Mg-ATP es el verdadero
substrato para la hidrélisis y que el Mg?* libre en exceso es, por tanto, un inhibidor de Iz
actividad hidrolitica. Para la sintesis de ATP, se observa una activacion con Pi y Mg?*,
a partir del ADP fuertemente unido. En este caso, et Mg-ADP, el Mg-GDP o el Mg-UDP
son los verdaderos substratos, mientras que la afinidad de ia enzima por el Pi es

independiente de la concentracién del Mg**.
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CONTROL DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA POR Mg™".

Ya que el verdadero substrato de la ATP sintetasa es el Mg-ADP [14], debe
esperarse que una elevacion en el Mg** intramitocondrial promueva el incremento de la
concentracién del Mg-ADP disponible y, por lo tanto, se incremente la actividad de la
ATP sintetasa. Otro posible nivel de regulacién de la fosforilacion oxidativa por Mg®* es
el translocador de adenin-nucleétidos. Este transportador sdlo puede acarrear a las
especies libres de ATP y ADP, pero como estos dos compuestos tienen gran afinidad
por el Mg®, al incrementarse la {Mg®'}., la disponibilidad de ATP y ADP libres
disminuye; en consecuencia, la actividad del translocador se inhibe, lo cual puede
disminuir también la actividad de la ATP sintetasa por limitacion de unc de los
substratos de la reaccién. Por lo tanto, es dificil predecir el efecto final de la variacion
en el Mg?* sobre !a velocidad de sintesis de ATP. Esto tiene que ser determinado

experimentalmente.

CONTROL DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA POR Ca®

Se ha argumentado que la elevacién en la [Caz‘.]c es la sefial utilizada por las
células para incrementar el flujo de la fosforilacion a través de la activacion de las
deshidrogenasas de 1{a matriz mitocondrial sensibles a Ca® (la piruvato
deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y la 2-oxoglutarato deshidrogenasa). Las
hormonas como la vasopresina, la angiotensina y los agonistas a-adrenérgicos
incrementan, ademas de la actividad celular, la concentracion citosdlica (ya sea por
salida del reticulo sarcoplasmico o por entrada extracelutar) y mitocondrial de Ca™

[15,16-19].
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2. HIPOTESIS

Puesto que se ha demostrado un aumento del Mg®* intraceiular en respuesta a
estimulos con diferentes hormonas o agonistas, se puede esperar que el Mg®* module
la fosforilacién oxidativa a través de los siguientes mecanismos: a) directamente, por un
aumento en la concentracion del sustrato disponible para la ATP sintetasa (Mg-ADP); b)
indirectamente a través del translocador de adenin-nucledtidos, mediante la disminucién
del ATP libre requerido para el intercambio con ADP externo (necesaric para la
reaccion de sintesis de ATP); ¢) también podria actuar indirectamente modulando Ia
actividad de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs que son dependientes de Ca® tales
como la piruvato deshidrogenasa, la isocitrate deshidrogenaéa y la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (ejerciendo un efecto antaéénico sobre la activacion por calcio como se
ha reportado para ofros procesos metabdlicos) o mediante su interaccidn con tas
enzimas, ya que se ha reportado que tanto la piruvato deshidrogenasa como la 2-

oxoglutarato deshidrogenasa son dependientes de Mg?*.

3. OBJETIVOS

Objetivo General.
Determinar ios mecanismos de control de la fosforilacion oxidativa y la 2-OGDH

por Mg?*, y otros efectores.

Objetivos Particulares.
1.- Evaluar el efecto del Mg”* libre y el Pi sobre la velocidad de fosforilacion oxidativa al
utilizar 2-oxogiutarato y succinato (en presencia de rotenona) como sustratos.
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Algunos de estos objetivos cambiaron a raiz de fos datos obtenidos en nuestro primer
trabajo, en donde se demostré la estimulacion de la 2-OGDH por Mg?'+ y Pi, y se

generaron los objetivos siguientes:

2.- Determinar el efecto del Mg?* y el Pi sobre la 2-OGDH aisiada y en extractos de
mitocondrias de corazén de rata.

3.- Determinar el mecanismo de activacion de la enzima por Pi.

4.- Medir el efecto del Mg®* y el Pi sobre la activacién por Ca®* de la 2-OGDH aislada y
en el extracto mitocondrial.

5.- Reevaluar el efecto del ADP y ATP sobre la 2-OGDH aislada y el extracto

| mitocondrial, en presencia y en ausencia de Mgz" y Pi.

6.- Describir condiciones experimentales en las cuales la modulacion de la 2-OGDH por
Mg?' y Pi afecte la velocidad de fosorilacién oxidativa.

7.- Identificar factores de relevancia fisiolégica que modifiquen la concentracion de Mg®*

intramitocondrial.
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4. MATERIALES Y METODOS

a). Aislamiento de las mitocondrias (ver trabajo 1, en la seccion Materials and Methads).
b). Internalizado del indicador {ver trabajo 1, en la seccién Materials and Methods).
c). Calibracién de la sefial flucrescente (ver fa seccion de determinacion de la [Mg®*]L en
la revisidn dela Introduccién y el trabajo 1, en Ia seccion Materials and Methods).
d). Determinacion del [Mg*},, (ver la seccién de Determinacion de la [Mg”'). en la
primera revision de fa Introduccién y ei trabajo 1, en ia seccion Materials and
Methods).
e). Determinacion fluorométrica del pH intramitocondrial (ver trabajo 1, en la seccion
Materials and Methods).
f). Determinacion de la sintesis de ATP {ver frabajo 1, en la seccidn Materials and
Methads).
g}). Determinacion del potencial transmembranal {ver trabajo 1, en la seccién Materials
and Methods).
1. Método espectrofotometrico
2. Método radioactivo
h). Ensayos de oximetria (ver trabajo 1, en la seccion Materials and Methods)
i}. Determinacion de los adenin-nucledtidos (ver trabajo 1, en la seccién Materials and
Methods).
1). Manejo y almacenamiento de la enzima aislada (ver trabajo 2, en la seccidn Materials
and Methods).
k). Preparacion y almacenamiento de los extractos mitocondriales (ver trabajo 2, en la

seccion Materials and Methods).
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1). Determinacion de fa actividad de la 2-OGDH {(ver trabajo 2, en fa seccidén Materials
and Methods).
m). Calculos de la concentracidon de Ca® y Mg®" libres mediante la utilizacion del

programa de computadora CHELATOR.

Trazos representativos de la determinacion de [a concentracion de
ATP y ADP por el método enzimatico.

10

0.8 h "
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con NADH
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02 H T T T T
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Condicién:
MOPS 20 mM
EGTA 2.38 mM
EDTA 0.2 mM
(Mg*'lr 0.6 mM
[Ca*}r 24 mM
Temp 30°C
pH 7.25

MOPS 20 mM
EGTA 2.38mM
EDTA 0.2 mM
(Mg>‘l; 0.6 mM
[Ca?}r 2.4 mM
ADP 600 uM
Temp 30° C
pH 725

MOPS 20 mM
EGTA 2.38 mM
EDTA 0.2 mM
Mg}y 0.6 mM
[Ca®r 2.4 mM
Temp 30°C
pH7.25

ADP 600 uM
Pi5mM

Calculos de la concentracion de Ca® y Mg** libres mediante
la utilizacién del programa de computadora CHELATOR.

{Mg®). 408 uM

[Ca®"]. 860 nM

MgZl 293 uM
[Ca®*l. 843 nM
Mg-ADP 124 uM
Ca-ADP 139 nM

Mg®lL 147 uM
[Ca®), 802nM
Mg-ADP 69 pM
Ca-ADP 147 aM
Mg-Ri 221 uM
Ca-Pi 926 nM
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5. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

los resultados se describen detalladamente en el trabajo publicado y en el
manuscrito enviado para su publicacion. En el primero se cubren los datos obtenidos
con la enzima in situ, es decir en mitocondrias intactas acopladas, aisladas de corazén
de rata; mientras que el segundo trabajo retne los datos obtenidos con la enzima

aislada y con extractos de mitocondrias de corazén.

a) Trabajo No 1,

En este trabajo se muestra que el aumento en la [Mg"”]ex se transmite a la matriz
mitocondrial, incrementando la [Mgz‘]rn ¥ que, como era de esperarse, la entrada de
Mg’ es mas rapida en presencia del ionoforo para cationes divalentes A23187. A pesar
de que se mostré que el A23187 no es un buen iondforo de Mg*', se prefirid su
utilizacién debide a que el gradiente de Mg?* alcanzado con A23187 fue 5 a 6 veces
mayor que en su ausencia. Esto permitié una mas facil manipulacién de la [Mg%]. vy la
obtencién de una respuesta mas rapida a las variaciones en la [Mg?*lex.

Se exploré el efecto del Mg®* sobre la fosforilacion oxidativa dividiendo a la via
metabdlica en dos bloques para identificar a qué nivel se lfevaba a cabo ia modulacion.
E! primer bloque se delimité utilizando 2-OG como sustrato, involucrando de esta forma
al ciclo de Krebs desde ia 2-OGDH hasta la MDH, la cadena respiratoria y el sistema
fosforilante; el segundo bloque se constituyé at utilizar succinato (en presencia de
rotenona), dejando fuera al ciclo de Krebs e involucrando solamente a la cadena
respiratoria a partir del sitio Hl y al sistema fosforilante. Cuando se midi¢ e! efecto del

Mg?* sobre la sintesis de ATP, la sensibilidad a Mg®* fue diferente al utilizar 2-0G o
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succinato (con rotenona) como sustratos, siendo la Kg 5 por I’v‘lg2+ menor en presencia de
succinato. Esta diferencia en sensibilidad al Mg®* nos sugiri¢ la existencia de por lo
menos 2 sitios de modulacién por Mg®* en la via metabdlica. El primero a nive! de la 2-
OGDH vy el segundo posiblemente localizado a nivel del sistema fosforitante (la ATP
sinfetasa © la transiocasa de adenin-nucledtidos). Se hicieron unos estudios
preliminares de arsenilacion oxidativa, en los cuales se sustituye al Pi con su analogo el
arsenafo (As), y se utilizan las concentraciones endégenas de ADP para prescindir de
la participacidon del transiocador de adenin-nucledtidos; en estas condiciones se lleva a
cabo la formacidn del As-ADP el cual se hidroliza espontaneamente, y regenera al ADP
y al As. Se observé que al aumentar la concentracion de Mg®* se activa la sintesis de
As-ADP, indicando que el sitio de activacion por Mg?* en el sistema fosforilante es la
ATP sintetasa.

Por medio de la distribucién del TPP* o cambios de absorbancia de la safranina,
se determinaron los cambios en el potencial transmembranal generado por {a oxidacion
del 2-0G. Se observo que el incremento en la [Mg?]m, promueve un aumento en el
potencial transmembranal. En estos experimentos se demostrd que el ADP es un
modulador de la activacién por Mg y que la remocion del Pi del medio disminuye el
potencial maximo generado por la estimulacién por Mg®*. Esta Gitima observacion nos
condujoc a ensayar el efecto del Pi sobre la generacion del potencial transmembranal
activada por Mg®*. Los resultados mostraron que un incremento en la concentracion del
Pi producia un aumento en la afinidad por Mg?* v en el potencial maximo alcanzado.
Con succinato como sustrate no se observd ninglin cambico en la afinidad ni en el
potencial generado al incrementar la concentracién de Pi, indicando que [a modulacién

se realizaba en algun sitio antes del complejo | de la cadena respiratoria. Se determing
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el efecto del Mg®* y el Pi sobre la 2-OGDH, midiendo la reduccion de piridin-nucleétidos
y el efecto del Pi sobre la activacion por Mg?* de la respiracion soportada por 2-0G.
Con estas determinaciones se corrobord la modulacién de la activacion de la 2-OGDH
par Mg2+ por Pi, mediante las determinaciones de la disminucién de 1a Kgs por el cation
y det incremento de ia veiocidad maxima de la reaccion.

Para explicar el efecto del Pi sobre la activacion por Mg? de la 2-OGDH en las
mitocondrias intactas se plantearon las siguientes posibilidades:

a). Que al incrementar la concentracion de Pi externo se aumenta también la
concentracion de 2-OG intramitocondrial, como consecuencia de su intercambio con Pi.
De esta forma, se incrementa la actividad de |a enzima al aumentar la concentracion de
uno de ios sustratos para la reaccién.

b). Que al incrementar el Pi externo el pH intramitocondrial se modifique por la
actividad de! simportador PUH', y el aumento en el pH intramitocondrial sea el
responsable de la activacidn de la enzima.

¢). Por Gltimo, una interaccion directa del Pi con ia 2-OGDH en un sitio especifico
para su activacion.

La segunda posibilidad se descarté al determinar el pHn con Pi y acetato. Al
sustituir al Pi con 10 o 20 mM de acetato, el pH,, determinado fue igual o incluso menor
que con fosfato, sin que se observara incrementc alguno en la reduccidn de piridin-
nucledtidos. Estos datos demostraron que por io menos en estas condiciones, el
cambio en el pH no es el responsable de |2 activacion de la 2-OGDH.

Para examinar |as otras posibilidad se hizo necesaria la utilizacién de la 2-OGDH

aislada y los resultadas se presentan en el segundo trabajo.
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: el Mg® activa a la
fosforilacion oxidativa por lo menos en das sitios, la 2-OGDH y la ATP sintetasa; la
activacion por Mg? de la 2-OGDH es modulada por Pi y el mecanismo de esta
modulacién es el incremento de la afinidad de la enzima por el magnesio y el
incremento de la velocidad maxima de la reaccion; aumentos en la concentracién del Pi
en la matriz mitecondrial pueden activar a la 2-OGDH, adn cuando no ocurran

variaciones en la concentracion del Mg?* libre intramitocondrial.
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The effect of varying the Mg®* concentration on the
2.oxoglutarate dehydrogenase (2-O0GDH) activity and
the rate of oxidative phosphorylation of rat heart mito-
chondria was studied. The ionophore A23187 was used
to modify the mitochondrial free Mg®* concentration.
Half-maximal stimulation (K,;} of ATP synthesis by
Mg®* was obtained with 013 = .02 mm (r = 7} with
succinate (+rotenone) and 0.48 = 0,13 mm (r = 6) with
2-oxoglutarate (2-0G) as substrates. Similar K,, ; values
were found for NAD(P)H formation, generation of mem-
brane potential, and state 4 respiration with 2-0G. In
the presence of ADP, an increase in P; concentration
promoted a decrease in the K, ; values of ATP synthesis,
membrane potential formation and state 4 respiration
for Mg®* with 2-0G, but not with succinate. These re-
sults indicate that 2-OGDH is the main step of oxidative
phosphorylation modulated by Mg®* when 2-0OG is the
oxidizable substrate; with succinate, the ATP synthase
is the Mg®*-gensitive step. Replacement of P, by acetate,
which promotes changes on intramitochondrial pH
abolished Mg?* activation of 2-OGDH, Thus, the modu-
lation of the 2-0GDH activity by Mg®* has an essential
requirement for P; (and ADP) in intact mitochondria
which is not associated to variations in matrix pH-

The notion that the cytosolic concentration of free Mg®”
{[Mg®*].)* had a constant value around 1 mM under different
conditions has changed in recent years. By using permeant
flucrescent dyes and nuclear magnetic resonance, tissue-de-
pendent variations in [Mg®*]_ in the range 0.4 of 0.8 my have
been observed, in response to several hormones and agonists.
For instance, ngrepinephrine induced a net release of cellular
Mg®* (D), while vasopressin induced Mg®* accumulation in
isolated hepatocytes (2). Likewise, increments of 50% in
[Mg?~), has been determined, after stimulation with the mus-
carinic agonist carbachol, and a 10% increase was observed,
after addition of forskolin in rat sublingual mucous acini (3}. In
acinar pancreatic celis, addition of acetyicholine or cholecysto-
Kinin-vctapeptide prumoted a significant diminution in {Mg>*),
(4). Arginine-vasopressin and endothelin-1 induced an incre-

*This work was supported in part by CONACyT 2169-M9304,
CONACyT F-554, PADEP/UNAM-05354, and PADEP/UUNAM-05345
grants. The costs of publication of this article were defrayed in part by
the payment of page charges. This article must therefore be hereby
marked “odvertisement™ in accordance with 18 U.S.C. Section 1734
solely to indicate this fact.

1 To whom correspondence should be addressed: Dept. de Bioguimica,
Institute Nacional de Cardiologia, Juan Badiane #1, Col. Seccién XVI,
México, D.F., 14080, México. Fax: 525-573-0926.

1 The abbreviations use are: [Mg?~1,, cytosolic free Mg*” concentra-
tion; [Mg®*1,,. matrix free Mg®* concentration; [Mg? ‘1, external Mg**
concentration; 2-OGDH, oxoglutarate dehydrogenase; 2-OG, 2-oxoeglut-
arate; TPP*, tetraphenylphosphonium; BCECF, 2',7"-bis(2-carboxy-
ethyl)-5(6)-carboxyfluorescein; BCECF/AM, BCECF/acetoxymethyl es-
ter; MOPS, 4-morphelinepropanesulforc acid.
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ment in [Mg2?*]. in muscle cells, probably through a Ca®"-
mediated mechanism {5). Depletion of inositol 1,4,5-trisphos-
phate-sensitive CaZ ' stores, induced by a-adrenergic agonists,
activated the uptake of Mg®* by these organelles (6%

Extracellular ATP stimulated the release of 40% of cellular
Mg?* in ascites cells (7); it was proposed that cAMP promoted
Mg®® release through the activation of a plasma membrane
Na'/Mg?* antiporter (8). However, a report indicating that
addition of cAMP also indured a net release of 20-25% of total
Mg** in rat liver mitochondria (9) was not confirmed (10). In
beef heart mitochondria, the transition from basal (state 4} to
active (state 3) respiration led te a small, but significant ele-
vation in the mitochondrial matrix free Mg®* concentration
{Mg**)) from 0.5 mM to 0.6 -0.7 mar. This increase in [Mg?~),,
persisted during ATP synthesis, until added ADP was exhaust-
ed; at this time [Mg®*]_ returned to basal levels. These varia-
tions in [Mg?*],, were inhibited by oligomycin {11). An eleva-
tion in [Mg®*], from 44 uv to 1.69 mum also induced a
stimulation in the rate of citrulline synthesis in rat liver mito-
chondria (12). Modulation of mitechondrial glutaminase by 0-2
mu Mg2* has also been observed (13).

All of these reports deseribing an active movement of Mg2*
in cells and mitochondria of different tissues and in response ta
different agonists suggest that Mg®~ may play 3 role as a
second messenger in the cell. In this work, we show that vari-
ations of external Mg?*_ and hence in Mg2*],, can modulate
the activities of the 2-0GDH and the ATP synthase and, in
consequence, Mg2* may affeet the rate of oxidative phospho-
rylation in jsolated rat heart mitochondria.

MATERIALS AND METHODS

Rat heart mitochondria were isolated from male Wistar rats of 250—
300-g weight according to a previpusly described mothod using the
protease type XXVII (Nagarse) from Sigma (14).

Dye Loading—Heart mitochondria were loaded with Mag-Fura-2 or
ECECF (Molecular Probes) by incubating 30~ 4¢ mg of mitochondrial ,
pretein in 2 ml of a medium composed of 250 my sucrese, 10 my
HEPES, 1 mM EGTA (SHE medium). I mM MgCl,, 1 mym ADP, 0.2%
fatty acid-free bovine serum albumin. pH 7.4. and 5 pd Mag-Fura-ZAM
or BCECF/AM at 25 °C for 20 min. At the end of this incubation period,
mitochondria were diluted 10-15 times with ice-cold SHE medium +
0.2% bovine serum albumin, centrifuged, resuspended in 1 ml of SHE
medium, and kept on ice untit use. Mitochondria loaded by following
this procedure showed higher respiratory contro] values than non-
loaded mitochondria, 8.6 and 4.3 (r = 2), tespectively, with 10 mm
2-oxoglutarate as & substeate.

Determination of [Mg** ], ~-Mag-Fura-2-toaded mitochondria (0.5 mg
protein/mi) were incutrated in 120 mym KCl, 20 mm MOPS. 0.5 mM EGTA
(KME medium), 5 mM succinate, and 2 uM rotenene. at pH 7.25 and
30 °C. To avoid interference by matrix NADIP)H fluorescence, 2-oxo-
glutarate was not used as an oxidizable substrate for determinations of
[Mg?*},.. Fluorestence changes were momtored under smocth stirring
and gassing with 100% O, in an Aminco Bowman Series 2 speciroflu-
orometer. Excitation wavelengths were 340 and 398 nm and emission
was collected at 483 nm. {Mg? ‘i, was determined from the flucrescence
ratio signal (R, 3987340 nm). & ,,.., and B, were obtained at the end of
cach experiment. R, was gencrated by addition of 80C pmol of
A23187/mg protein and sufficient EDTA-Tris, pH 8.0, to chelate all the

This paper is available on line ag http://www.jbc.org
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Fii 1. Mitochondrial Mg** gradi-
ent in the presence and in the ab-
sence of A23187. Mag-Fura-2-loaded mi-
tochondria (0.5 mg/ml) were incubated as
described under “Materials and Methods™
in the presence of 10 mM NaCl, § ma P,
and the indicated Mg*' concentrations;
the matrix content of Mag- Fura-2 was es-
timated to be 150 = 30 prolimg of protein
(n = 5). Calibration of the fluorescence
atio signal was pevformed and [Mg*'1,,
calculated as described under “Materials
and Methods.” The bandwidths were 4 nm
for both excitation and emission wave
lengths, while the sensitivity was set at [
500 V. The results represent the mean =
5.D. from three different mitochondrial
preparations. The insel shows the deter-
mination of intramitochondrial ATP and
ADP of five different mitochondrial prep-
arations incubated for 10 min with the y
indicated concentrations of MgCl, and in
the presence or in the absence of B00 pmal

- A23187

+ AZ3187

ATR [ ATP/ADP

{nmol/nut)

3{AD
oMg® |15 [20 (6o
= £ =

04" o3 20"
smM |19 |16 o0

Mg* E) + -
Jl.o a8 §13

of A23187/mg of protein; *“p < 0.05 —
%2p < 0.0%; %p < 0.005 (Student’s ¢ test for
paired samples).

Mg?" present in the incubation medium; 0.005% (v/) Triton X-100 was
added to ensure complete Mg?* equilibration across the membrane.
R, was obtained after further addition of 70 my MgCl,. Caleulation of
[Mg?*],, was made using the fllowing equation (15)

B~ Bo Sr)

Mg ]= Kd.W'l(;Tm; RS, Eq. 1

where K., is the dissociation constant for the Mg-dye
complex in the mitochondrial matrix and S, and §,, are the dye
fluorescence intensities at 398 nm with zere and excess Mg**,
respectively. The K,z ,, value was determined experimen-
tally to be 1.52 + 0.18 mm (n = 5).

pH Determination—BCECF-lpaded mitochondria (0.5 mg of protein/
ml) were incubated in KME medium contajning 0.5 my 2-uxoglutarate,
10 M NaCl, 800 ey ADP, 3.5 unn oligomyein, 800 pmol of A23187/mg
of protein and diffevent cancentrations of Mg®*, P, or acetate. For pH
calculations, a calibration plot was generated incubating 0.5 mg of
protein/ml in the medium mentioned above, at the desired pH, in the
presence of 2 yM carbonyl cyanide m-chlerophenylhydrszone, 200 pmol
of mgericin/mg of protein and 0.005% Triton X-19% to equilibrate all ion
gradients. Excitation wavelengths were 450 and 500 nm; fluorescence
was collected at 530 nm. The plot of pH valpes versus fluorescence ratia
signal gives a straight line between pH 6.5 and 7.8.

ATP Synthesis—Mitochendria (1 mg of protein/ml) were incubated in
KME mediuym containing 0.5 mm 2-oxoglutarate or 5 mM succin.ate (+1
#M rotenone), 10 mm NaCl, 10 ma glucese, 30 units of hexokinase, and
5 mm *?P, (specific activity, 1-1.5 X 10%pm/ml, Cerenkov radiation), at
30 °C. After 5 min, 1.2 mM ADP was added, and the reaction was
stopped 30 s later by addition of 200 pt of 30% (wh) cold trichloroacetic
acid. Excess P, was extracted as described previously using acetone +
n-butyl acetate as organic solvents {16). Radioactivity of an atiquot of
the agqueous phase was determined as **P, Cerenkev radiation in a
scintillation counter.

Aclivity of 2-OGDH—Mitochondria (1 mg of proteinfmml) were sus-
pended in KME medium containing 1 m 2-oxoglutarate, 10 mm NaCl,
600 pm ADP, pH 7.25, and different concentrations of Mg®™ and P, at
30°C. Matrix NAD(PJH formed was determined following mitochon-
drial intrinsic fluorescente at 480 nm with the excitation wavelength at.
340 nm. To obtain the Auorescence minimum, mitochondria were incu-
bated in the absence of added substrates until endogerious substrates
were depleted {approximately 5-§ min) (NADXP)H = 0%); the fluores-
cefice maximum was reached by adding § uM rotenone for complete
reduction of NAD{P}* (NAIXP)H = 100%) at the end of each
experiment.

Membrane Potential (Ad)—Mitechondria (1 mg protein/ml) were sus-

I
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pended in KME medium containing 0.5 mM 2-oxeglutarate, 10 mu
NaCl, 5 um safranin Q, at 30 °C. Absorbance was recorded at 354 — 520
nm {17, 18}, using 8 dual-beam SLM Aminco DW2000 spectrophotom-
eter. Zero A¢r was reached by addition of 1 um carbonyl cyanide
m-chlorophenythydrazone and 2 uM rotenone at the end of each
experihent.

The membrane potential was also quantitatively measured using the
distribution of [*HITPP*. Mitachendria (1.5 mg protein/ml) were sus-
pended in 500 pl of KME medium containing 5 my F,, 10 mM NaCl, 0.8
uM PHITPP (specific activity, §—5 x 10* cpm/ml) at 30 °C and ¢ifferent
concentrations of Mg2*. After 5 min, 500 pmo! of A2Z3187/mg of protein
were added; 3 min later 1 mM 2-oxoglutarate was added. and the
incubation was continued for another 3 min. Then, mitochondria were
centrifuged at 14,000 rpm for 1 min in a microcentrifuge. Aliquots from
the pellet and supernatant were taken to measure the PHITPP™ dis-
tribution; the membrane potential was determined as described
previpusly (19).

Oximeiry Assays—Mitochondrial respiration was measured nsing an
oxygen Clark-type electrode. Mitochondria (0.6 mg of protein/m!} were
incubated in KME medium containing 1 my 2-oxoglutarate. 10 mm
NaCl, 1 or 5 mm P;, and 800 pmof of A23187/mg of protein. After 5 min,
600 M ADP was added, and the change in the rate of respiration was
measured.

Matrix ATP gnd ADP Content—Mitochondria (2.5 mg of protein/ml)
weve incubated in KME medium plus 5 M suctinate apd 2 pM rotenone
at 30 °C for 16 min under orbital shaking. Then. 3% (vA) cold perchloric
acid, 25 mMm EDTA was added, the suspension was centrifuged. and the
supernatant neutralized for enzymatic determination of ATP and ADP.
Essentially identical results were obtained when mitochendria were
previously sedimented in a microcentrifuge at 6-10 °C and further
denaturailized by the addition of perchlosie acid.

RESULTS

The increase in the external Mg’ concentration induced a
propartional, but small elevation in (Mg**1_ in rat heart mita-
chondria (Fig. 1} This Mg®* gradient ([Mg?*] /Mg2*}.)
showed a slope of 0.066, in the range 0-3 my externally added
Mg?*, indicating that Mg®" does not easily equilibrate across
the mitochondrial inner membrane, probably due 10 a siow
Mg?" influx, or to an active Mg®~ efflux. Similar results were
previously reported for rat liver mitochondria (12). To acceler-
ate the equilibration of Mg”*, the divalent cation ionophore
A23187 was added. Fig. 1 shows that the ionephore modifies
the steady-state concentration of matrix Mg?*, although equil-
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ibration with external Mg?* was net complete. $ince mitochon-
dria incubated with A23187 conserved the H' gradient, it was
not unexpected that A23187 did not produce complete equili-
bration of Mg®* congcentrations across the mitochondrial mem-
brane. Moreover, A23187 seems to be a weak Mg”~ iopephore
due to a low affinity and poor mability across the mitochondrial
membrane (20-22). Nonetheless, the addition of A23187 al-
lowed a more rapid manipulation of matrix Mg?* in a lower
range of external Mg** concentrations. The use of 1600 pmol of
4-bromo-A23187/mg of protein, instead of A23187, resulted in a
curve very similar to that shown in Fig. 1 in the absence of
ionophere {data not shown).

The addition of A23187 to mitochondria incubated in the
absence of added MgCl, decreased [Mg?*], from 0.49 to 0.02
ma and induced a significant diminution of matrix ATP/ADP
ratio and the ADP + ATP content (see Fig. 1, inset}. The further
addition of 3 mu Mg?', in the presence of A23187, increased
[Mg?*],, from 0.02 to 1.15 mm and preserved matrix ATP/ADP
ratic and ADP + ATP content at high values, Although a
correlation between {Mg*'] | and the ATF/ADP ratio (or ATP
content} was not found for mitochondria incubated with 3 mm
Mg®* and with or without A23187, it is apparent from the data
of Fig. 1 that, in the presence of A23187, the addition of exter-
nal Mg?* modified both the [Mg?*],, and the ATP/ADP ratio,
which may affect the rate of oxidative phosphorylation.

The rate of oxidative phosphorylation, assaved in the pres-
ence of A23187, depended on Mg®* concentration in the incu-
bation medium (Fig. 2). Since the sensitivity to Mg®~ depended
on whether succinate { + rotenone) or 2-oxoglutarate (2-0G}was
used {p < 0.05), the data of Fig. 2 suggest the existence of at
least two sites of modulation by Mg? . These sites may be
located in the phosphorylating system (.e. the ATP synthase or
the adenine nuclestide translocase) during succinate oxidation,

and at the level of 2-0GDH for 2-0G oxidation. Repiacement of
Mg”* by Mn** also induced an activation of ATP synthesis, but
at higher concentrations (K, values for Mn? " were 0.60 =
0.047 mM (n = 3) with succinate and 0.92 * 0052 mm (n = 3)
with 2-0G as a substrate).

Since succinyl-CoA synthase also requires Mg®”, its contri-
bution to the uptake of *P, was assayed. In the inset of Fig. 2,
it is shown that substrate level phosphorylation by the Krehs
cycle accounted for up to 40-50% of total ATP synthesis during
oxidative phospherylation with 2-0G as an oxidizable sub-
strate. As substrate-level phospherylation and cxidative phos-
phorylation with 2-OG showed different sensitivities to Mg®*,
an effect of Mg? ™ on sites different from suceinyl-CoA synthase
seermied likely.

To discard the participation of contaminating ATPases, in
the ATP synthesis assays, hexokinase + glucose was used to
capture ATP generated by oxidative phosphorvlation. This
prompied us to determine the Mg*" dependence of hexokinase.
Under the conditions of ATP synthesis (see Fig. 2, K, ; values
of hexokinase for ATP-Mg were 92 um, in the presence of 400
uM ATP, and 31 pa in the presence of 100 uM ATP. These two
concentrations of added ATP represent the maximal level of
ATP synthesis (for ! mg of protein/ml in 30 5 at 30 °C) during
oxidative phosphorylation with succinate and 2-0G, respec-
tively. The sensitivity of hexokinase ta Mg®” revealed that this
enzyme is not involved in the lower sensitivity of oxidative
phosphorylation ta Mg®* with 2-OG as a substrate (see Fig. 2).
However, in the presence of succinate, the sensitivity of oxida-
tive phosphorylation to Mg”* might result from a mixed re-
sponse of both hexokinase and ATP synthase 1g Mg®*. How-
ever, an essentially identical sensitivity of oxidative
phosphorylation to Mg®* was observed in the absence of hex-
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F16. 3. Effect of Mg®* and P, on the steady state value of Ags. A, mitochondria (1.5 mg/ml) were incubated as described under “Materials
and Methods” in the presence of 1 mm 2-OG and 800 pmol of A23187/mg of protein. Other additions were 5 mM P, 600 4 ADP, and 3 uM
aligomycin. The data show the mean * §.1. of four different mitochondrial preparations. °p < 0.01; **%*/¥p < 0.05 (Student’s ! test for nonpaired
samples). B, mitochondria were incubated in the pregence of 0.5 my 2-0G, 800 pmol of A2318%mg, 3 pm oligomycin, 800 uy ADP, 5 pu safranin
Q, different concentrations of Mg®*, and the indicated P; concentrations. K, , values (in mm) and experimental points are the mean * §.D. {empty
symbels) from three different mitochondrial preparations. ™<*44y < 0.005; *4p « 0.05; *p < (.01 (Student’s ¢ test for nonpaired samples).

okinase (K,, = 0.13 = 0.014 mm, n = 3), with succinate
(+rotenone).

The change in the magnitude of the membrane potential, as
estimated from the distribution of TPP*, was initially used to
moenitor indirecily variations in 2-OGDH activity in mitochon-
dria incubated with limiting concentrations of 2-OG (Fig. 3A).
A membrane potential {A¢) of 130 mV in the absence of added
ADP and Mg?* and in the presence of A23187 and P, was
determined. This value increased to 140 mV by the increase in
[Mg®*1,, (Fig. 34, circles). With 600 uM ADP, steady state Ag
diminished to 112 mV by increasing [Mg?*].. (Fig. 34,
squares), due to stimulation of ATP synthesis. Although under
these last conditions the oxidative system was activated by
Mg"", the diminution in A indicated that, at Mg®* concentra-
tions of 0—1.5 mM, activation of the phosphorylating system of
the pathway by Mg®* was predominant. At higher Mg®* con-
centrations {>1.5 mm}, activation of the oxidative system pre-
vailed over that of the phosphorylating system, resultiag in Ay
values larger than those obtained at zero Mg®" (data not
shown).

The enhancement of Ay up to 162 mV by increasing [Mg**],,,
in the presence of ADP + P; + oligomycin (Fig. 34, triangles),
which was larger than that reached at the same concentration
of [Mg?*1,, in the absence of ADP, indicated that ADP was a
modulator of the Mg?* activation. In the absence of added
Mg?", removal of P, markedly diminished A4 (Fig. 34, die-
mandst. In the absence of P;, A increased when [Mg®*],, was
increased, but only to 105 mV. This latter observation
prompted us to determine the effect of different concentrations
of P; on the activity of 2-OGDH.

In comparison to the FHITPP" methed, the absorbance dif-
ference of safranin O (Fig. 3B) allows for continueus monitoring
of AP, and a large number of experiments with the same mito-
chondrial preparation. Using the safranin O signal, the in-
crease in P conceatration (in the presence of ADP + oligomy-
cin) pitentiated the activating effect of Mg®* on the steady
state value of A¥ (Fig. 38). Thus, the half-maximal stimulation

of Ay by Mg™* was decreased and the maximal value of A% was
elevated by increasing P; concentrations. This effect of P; was
not apparent in the absence of added ADP. Similar resuits to
those of Fig. 3R were obtained by measuring the [*H|TPP™
distribartion under the same conditions (data not shown).

The activity of 2-OGDH was also measured, following the
level of reducticn of matrix pyridine nucleatides. In the absence
of added P;, the increase in {Mg®*],, did not promote the
generation of NAD(P)H (Fig. 44}, However, an increase in P,
concentration induced both a decrease in the K,  valuve for
Mg?* and an increase in the level of NAD(P)H reduction. The
rate of respiration measured in the presence of ADP + olige-
mycin (state 4) was also stimulated by increasing (Mg? 1, (Fig.
4B). Again, the presence of increasing P; concentrations poten-
tiated the stimulation by Mg?*, through a diminution in the
K, 5 valye for Mg?* and an increase in the maximal rate of
respiration. Thus, the data of Figs. 3 and 4 indicate that P, in
the presence of ADP, potentiates the activating effect of Mp?*
on 2-0GDH activity.

The study of the effect of different P; concentrations on the
Mg?** sensitivity of ATP synthesis and state 3 respiration sup-
ported by succinate (+rotenone) revealed a negligible effect on
the K, ; value for Mg®*, indicating that the effect of P; was
exerted only at the Krebs cycle level. Lack of Mg?* activation
on state 4 respiration with succinate (+rotenone) as substrate
and oligomycin (data not shown), discarded the possibility that
Mg?* activated the respiratery chain.

Matrix acidification brought about by the P; uptake might be
involved in Mg?* activation of 2-0GDH. The activating effect of
5 mm P, on the stimulation of matrix NADFIH formation by
Mg®* was not reproduced by addition of 10 or 20 mu acetate
{data not shown); the final steady-state pH values in BCECF-
loaded mitochondria incubated with 10 mu acetate or 5 mu P,
in the presence of ADP, oligomyein, and A23187, were 6.91 and
6.88 with no added Mg®*, and 7.11 and 7.16 with 1 mm Mg?*,
respectively. These results indicate that matrix acidification is
not the mechanism invelved in the P, potentiating effect.
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F1G. 4. Effect of P, on the activalion of the intramitochondrial
NAD(P)* reduction and state 4 respiration by Mg**. Mitochondria
were incubated in the presence of 600 M ADP + 3 M oligomycin in the
conditions described under “Materials and Methods.” The plots are
representative, but X, , values are means = S.I}. of four or five (3 mM F))
experiments for NAD({P)H production and five {1 mM P} or seven (5 mM
B) experiments for respiration, with different mitochondrial

preparations.

DISCUSSION

The different sensitivity to Mg®* of the rate of oxidative
phosphorylation, with 2-OG or succinate, suggested that differ-
ent sites in the pathway are involved in the interaction with
Mg?*. With the former substrate, the data on A4, matrix
NATHPH, and respiratory rates indicated that the main site of
interaction with Mg®* was 2-OGDH.

Since ADP-Mg is the true substrate for the ATP synthase
(24), increasing [Mg?*],, is expected to activate this enzyme.
However, the substrates for adenine nucleotide translocase are
free ADP and ATP {25). During ATP synthesis, external ADP
exchanges with matrix ATP. As ATP has a higher affinity for
Mg?* than ADP, increasing [Mg?*1,, is expected to inhibit the
adenine nucleotide translocase activity through the diminution
of the internal substrate. Therefore, the effect of increasing
[Mg?*].. on the rate of oxidative phosphorylation is not readily
apparent. As the elevation of external Mg®", and hence
{Mg?*],.,, resulted in higher rates of ATP synthesis with succi-
nate as substrate, it can be assumed that Mg®* activation of
the ATP synthase prevaited over Mg?* inhibition of the ade-
nine nucleotide translocase. Stimulation of the rate of oxidative
arsenylation, an analogous process to oxidative phosphoryla-
tion, but without the participatioa of adenine nucleotide trans-
locase (16), by Mg?" using succinate (data not shown), sup-
ported the interpretation of an activating effect of Mg ' on the
ATP synthase.

In addition to a direct interaction of Mg * with the oxidative
phosphorylation enzymes, Mg?* might also perturb matnx
Ca?* homeostasis, and hence, affect the rate of ATP synthesis
(16, 19, 26} (reviewed in Moreno-Sanchez and Torres-Marquez

Modulation of 2-OGDH by Mg”* and P,

(27)}. For instance, Mg®> " nmght compete with Ca™' for the
same binding sites in 2-0GDH. A decreased Ca® " sensitivity by
increasing Mg®' has been ohserved for the NAD '-isacitrate
dehydrogenase (28), whereas an enhanced Ca® " sensitivity was
described for the pyruvate dehydrogenase phosphatase (291
Although the sensitivity of 2-0GDH to Ca*, at different Mg®"
concentrations, has not yet been determined, Panov and Scarpa
(30) reported that 2-OGDH can be activated synergistically by
both Mg?* and Ca?*, implying the existence of different bind-
ing sites.

Panov and Scarpa {30! alsn determined a dissociation con-
stant (K,) for Mg®* of 25 um in the isolated 2-OGDH, with
saturating concentrations of thiamine pyrophosphate, coen-
zyme A, and NAD*. Although such a K, value for Mg?* is lower
than the K, 5 value obtained in this study (0.48 my, see Fig. 2),
it can be argued that the matrix concentrations of the 2-OGDH
coenzymes in intact heart mitochondria may be limiting, and
that 2-OGDH activity is not the only controlling step of the
pathway {25). The value of the K, or K, ; for Mg®* may estab-
lish the physiological relevance of variations in [Mg?*]_,. Thus,
a K, value of 0.48 mM would appear as more physiclogically
retevant for medulating 2-OGDH activity and the rate of oxi-
dative phosphorylation, since this concentration is in the range
of {Mg®*],, in intact mitechondria {31, 32).

It should be noted, however, that the estimated K ; values
for Mg®* refers to the external Mg®* concentrations, which
were not fully equilibrated with the mitochondrial matriz by
A23187 (¢f. Fig. 1). Thus, the K 5 value of .48 mu for external
Mg®* corresponds to a [Mg®'l,, of 140 pm, which is slightly
below the physiological range. Higher K, 4 values for Mg®~
were determined at low P; concentrations. For instance, a K, 5
value of 1 mu for Mg?' was ohserved in NADXF}H formation
with 1 mMm P, (see Fig. 44). Such a K, 5 value was diminished to
0.5 mM by increasing P; concentration up to 3 mm P,. The
corresponding (Mg®*1, for 1 mm external Mg?~ would be 350
pu, a value well within the physiological range. A variation in
the cytosolic P; concentration from 0.83 to 3.1 mM induced by
epinephrine was established in rat heart (33). Therefore, phys-
iological modulation of the 2-OGDH activity by Mg?' may
depend on the level of cytosolic tand matrix) P;.

Other possible sites of modulatien by Mg®* during oxidative
phosphorylation supported by 2-0G oxidation were the succi-
nyl-CoA synthase, the ATP synthase and hexokinase {in the
experiments of ¥P, incorporation inte ATP). However, the
Mg®" sensitivity of these three enzymes showed that their
saturation by MgZ* was fullv achieved at cencentrations
(<10.2-0.3 mm) that stimulated oxidative phosphorylation by
iess than 40%. The lack of stimulation of state 4 respiration by
Mg?* in mitochondria that oxidized succinate, in the presence
of oligomyein, discarded an effect of Mg?* at the level of the
respiratory chain. Thus, these results indicate that 2-OGDH is
one (but not the only) of the main controlling steps of oxidative
phosphorylation {see alse Moreno-Sdnchez et al. (26)), at non-
saturing Mg?* concentrations. In this respect, control of the
rate of oxidative phosphorylation by changes in the spermine/
Mg?* rates, without a concomitant increase in [Ca%*],,, has
been shown in dog pancreas mitochondria (19

Modulation of the 2-OGDH activity by adenine nucleotides is
well established (23). A synergistic effect by Ca®* and adenine
nucleotides has been described (28). Mg®™ also activates
2-0OGDH (30) (this work), but in contrast to other enzyme
effectors, the mechanism of action is by enhancing the catalytic
enzyme capacity (k_,), rather than by increasing substrate
affinity. Potentiation of the modulating effect of Mg®* by P,,
although clearly demonstrated in this work, is somewhat puz-
zling. There is a report describing an activation of purified
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2-0GDH by a high cancentration of P, 4>10 mw. through the
diminution of the K, 5 Tor 2-0G (34). Morcover, the P, potenti-
ating effect could be through promoting changes in matrix pH,
since modulation of 2-O0GDH activity by pH has also been
reported (35). However, substitution of acetate for P;. to induce
similar matrix pH values, did not restitute the Mg?" sensitivity
of 2-0GDH. Thas, a direct interaction of P, with the enzyme is
likely to occur. From the present findings, the question that
arises is to what extent and how P, and Mg?" affect the inter-
play of the other weil described effectors, such as Ca®* and
adenine nucleotides, and the coenzymes NAD ", thiamine py-
rophesphate, and coenzyme A, on 2-0GDH activity.

Acknowledgments-—We thank Drs. A. Gomez-Puyou and G. Mac-
Carthy for their critical reading of the manuseript.

REFERENCES

Ramani, A, and Scarpa. A (1990} FEBS Lett 269, 37-40

Romani, A. Magfella. C.. and Scarpa, A 11983) J. Biol Chem. 268,
1548915495

Zhang, G. H., and Melvin 4. E. (19921 J. Biol. Chem 267, 2072120727

Singh, J.. and Wisdom, I M. {19953 Mol. Celi, Biochem. 149/150, 173-182

Ckada, K., San-¢, ¥., a0d Tashikazu, S (1992 Am_ J. Physiol. 262, C437-CETR

Zhang, G. H., and Melvin, J. E. {1994) J. Biol. Chem. 269, 10352103356

Wolf, F. L. Di Francesco, A., Covacei, V., Corda. D.. and Cittadini, A. (1996)
Arch. Biochem. Biophys. 331, 194 -200

Wolf, F. I, Di Francesco. A. Covacei, V., and Cittadini. A. (19941 Biochem.
Biophvs. Res. Commun. 202, 1209-1214

Romani, A., Dowell, E., and Scarpa, A. (1991} J. Biof. Chem. 266, 2437624384

Altschuld, R A, Jung. D. W., Phillips, R. M., Narayan, P., Castillo, L. ..
Whitaker, T_E., Hensley, J.. Hohl, C. M., and Brierley, G. P, (19841 Am. J
Physiol. 268, H1103-H1111

- Jung, D W. Apel, L. and Brierley, G. P (19901 Biochemistry 29, $121-4128

NEmen N

=

1

23

)
i

28.

30

31.

3

.

&

33,

»

7855

. Redrygaez Zavata, 5. 5. Saavedra-Mobma, AL and MorenaSdnrher. B 1997
Bruchem, Mof. Bigd Int. 411, 179 1854
Kovacevie. Z., Day, 5. H., Collett. V. Brosuan. T god Brosnan. M.FE 1349050
Biochem. J. 306, 817~ 841
- Morcno-Sanchez, R. and Hunsford, B G, (1985, Hrochom 4. 256, 403- 412
Grynkiewicz, ., Poenic. M., and Txien, K. Y. 119851 o Hrof. Chem. 260,
1440 -3450
Moreno-Sanchez, R (1985) . iol. Chem. 280, 12554 - 12564
Akerman, K. E., and Sazis, N. L. (1976 Binchirn. Biophys. Acta 126, 624 629
Zanotti, A and Azzone, G. F. (19801 Arch. Biochkewn:, Brophys. 201, 255-265
. Moreno-Sanchez, R., Rodriguez-Enriquez. ., Cuellar, A and Corona, N
11995) Arch. Biochim. Biophys. 319, 432-444
. Debono, M., Molloy, R M., Darman, D. E., Paschal. J. W.. Babcoek, [ F..
Deber, C. M., and Pfeiffer. D R. {1981} Biochemistry 20, 6865—6872
Jung. D. W., Chapean, C. J ., Baysal. K., Pleiffer, . R.. Bricrlev, G. P (1996}
Arch. Biochem. Biophys. 332, 19-29
Erdahl, W. L.. Chapman, C. J, Wang, E., Tavlor, K. W. and Pfeiffer. D. R
(1996) Biochemistry 35, 13817-13825
Rutter. G. A and Denton, R. M. (1988) Rinchern ./ 252, 181130
. Kozlov, I A., and Skulachev, V. P.{1977) Biochim. Biophys. Actr 463, 2989

3. Pfall, E., Heldt, H. W, and Klingenberg, M. (1969) £ur. J Biochem. 10,

484 -453

. Moreno-Sanchez, R., Devars, S, Lopez-Gomez, F., Uribe, A., and Corona, N.
11991} Biochim. Binphys. Acta 1080, 284 -292

Morenc-Sanchez, R, and Torres-Marquez, M. E. (18911 Jnr. J, Bisckem. 23,
1163-1174

Ratter, G. A., and Denton, R. M. (1989} Biochem. f. 263, 445~ 452

Thomas, A. P, Diggle, T. A, and Denton, R. M. 11886 Bischem. 4. 238, 83-91

Panov, A., and Scarpa, A. (1986} Biockemisiry 35, 427—432

Rutter, G. A, Osbaldeston, N. J., McCormack. J. G., and Denton, R. M _(1990)
Biochem o 271, 627-634

Murphy, E., Frendenrich, C. €. and Ligberman, %4, 11987 Anna. Rer. Physiol.
53, 273-283

Headrick, J., [obson, G, Williams. J.. McKirdy, J., Jordan, L., and Willis, R.
(1994) Am. J. Physiot. 267, H1074 -H1084

Lawlis, V. B, and Roche, T E. 11981} Bicchemistry. 20, 2512-23158

Smith, B. €, Clotfelter, L. A, Cheung, J. Y.. and La Neowe, K. F. 11692)
Biochem. J. 284, 819 -826

34



b} Trabajo No. 2.

£n ef segundo trabajo se demostrd que existe una interaccion fisica del Pi con la
2-OGDH para activarla. Se demuestra ademas, que esta activacién ocurfe a
concentraciones fisiolégicas de fosfato (< 5 mM), aunque también puede ocurfir a
concentraciones de Pi mayores a 10 mM como fue reportado anteriormente por otros
autores.

Los datos relevantes de este trabajo son los que demuestran que no solamente
el Mg®, el Pi, el ADP o el ATP libres son las especies que modulan la actividad de la 2-
OGDH como se pensaba anteriormente, sino que los complejos formados por el Mg?*
con los ofros ligandos (Mg-Pi, Mg-ADP, Mg-ATP}, son efectores alin mas potentes de la
2-OGDH. El mecanismo de activacion por el Pi, el ADP, el Mg-Pi y el Mg-ADP sobre la
enzima aislada fue mediante el aumento de la afinidad de la 2-OGDH por su sustrato y
el incremento de la velocidad maxima de la reaccion. £n contrate, el ATP inhibié a 1a 2-
OGDH por dos mecanismos: secuestrando al Mg®* libre y disminuyendo la velocidad
maxima de la reaccion. En la enzima aislada el ATP no afecté la afinidad de la enzima
por el sustrato, pero en el extractc mitocondrial el ATP incrementd la afinidad de la 2-
OGDH por 2-0G en un 100%. De estos experimentos se pudo establecer el siguiente
orden de potencia: Mg-ADP > Mg-Pi > ADP > Pi > Mg?*.

Se ensay6 si el Pi tenia algun efecto modutador sobre fa activacidn de ia 2-
OGDH por Ca®*, pero se demostrd que el Pi no ejerce ningiin efecto y que el Ca?* libre
es ¢l verdadero activador de fa 2-OGDH. Se demostrd también que cambios en la
[Mg*'] en el intervalo fisioldgico no afectan la afinidad de la 2-OGDH por Ca?. Esto
hace factible la activacion de la 2-OGDH por una liberacion simultanea de ambos

cationes bajo un estimulo hormonal o eléctrico, dejando de lado la posibilidad de un
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efecto antagbnico al encontrarse fos dos caticnes presentes. Contrario a esto, se
observé un efecto sinérgico del Mg?' y el Ca”" sobre la activacion de la 2-OGDH.

Se encontraron diferencias en el comportamiento cinético de la 2-OGDH aislada
y de ia enzima en el extracto mitocondrial. Estas diferencias ocurieron principalmente
cuando se ensayo el efecto de los diferentes ligandos en presencia o en ausencia de
Mg*", sobre la afinidad por el sustrato. En el extracto mitocondrial, las curvas obtenidas
fueron sigmoideas, la respuesta a los efectores en presencia de Mg?* fue muy similar y
el efecto inhibidor del ATP fue més potente, mientras que en la enzima aislada se
obtuvieron curvas hiperbélicas, la respuesta a los efectores en presencia de Mg”* fue de
3 a4 veces mayor que en su ausencia y el efecto inhibidor del ATP fue menos potente.

De los datos de este trabajo podemos obtener las siguientes conclusiones: ia
activacion por fosfato de la 2-OGDH es de manera directa por su unioén a la enzima;
esta activacidn se lleva a cabo a concentraciones fisioldgicas de Pi; el mecanismo de
activacién de la 2-OGDH por Pi es incrementando la afinidad de la enzima por ef
sustrate y elevando la velocidad maxima de la reaccion; ademas del Mg®*, el Piy el
ADP, los complejos Mg-Pi y Mg-ADP también activan a la 2-OGDH; los complejos Mg-
Pi y Mg-ADP, son activadores mas potentes de [a enzima; en el proceso de aislamiento
de fa 2-OGDH se pierde algin factor esencial para la regulacidn del comportamiento

cinético de la enzima.
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ABSTRACT

The interplay of inorganic phosphate (Pi) with other ligands such as Mg®, ADP, ATP
and Ca® on the activation of 2-oxoglutarate dehydrogenase (2-OGDH) in both isotated
enzyme complex and mitochondrial extracts was examined. Pi alone activated the
enzyme, following biphasic kinetics with high (K,;=1.96 + 0.42 mM) and low (K;5=9.8
0.4 mM) affinity components for Pi. The activation by Pi was highly pH-dependent; it
increased when the pH was raised from 7.1 to 7.6, but it was negligible at pH values
below 7.1. Mg-Pi and Mg-ADP but not Mg-ATP were more potent activators of 2-OGDH
than Pi and ADP. ATP inhibited the 2-OGDH activity by chelating the free Mg?'. With or
without Mg®*, ADP and Pi activated the 2-OGDH by increasing the affinity for 2-OG and
the V,, of the reaction; ATP diminished the V_, but it increased the affinity for 2-0OG in
the mitochondrial extract. Pi did not modify the 2-OGDH activation by Ca*. The results
above mentioned were similar for both preparations, except for hyperbolic kinetics in the
isolated enzyme and sigmoidal kinetics in the mitochondrial extracts when 2-
oxoglutarate was varied. The data of this study indicated that physiological
concentrations of Pi may exert a significant activation of 2-OGDH, which was

potentiated by Mg® and high pH, but surpassed by ADP.
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2-oxogiutarate dehydrogenase (2-OGDH) is a member of the thiamine
pyrophosphate-requiring 2-oxoacid dehydrogenase complex family (7). This complex
consist of three different enzymes: oxoglutarate dehydrogenase (E 1), dihydrolipoamide
succinyltransferase (E2) and dihydrolipoamide dehydrogenase (E3). Functional 2-
OGDH shows a stoichiometry of 12 E1, 24 E2 and 12 E3 subunits (2). The cDNA
sequences of 2-OGDH from different species are already available (3-7).

Modulation of 2-OGDH activity by Ca®*, ADP, ATP, GTP, NAD", NADH, CoA and
succinyl-CoA is well documented (8-12). An increase in the affinity for 2-oxoglutarate is
promoted by Ca*, NAD*, ADP and apparently ATP (8,70,12). ATP as well as GTP (8)
have also been described as inhibitors of the 2-OGDH activity. NADH and succinyl-CoA,
the end products of the enzyme caomplex, induce feed-back inhibition on the first
reaction (8,10). The affinity of 2-OGDH for Ca®* is enhanced by ADP and diminished by
ATP (12). Recently, it was shown that Mg*" increased the V,, of the isolated 2-OGDH
from pig heart by interacting with a binding site different of that for Ca® (13).

In a previous work we showed that changes in external Mg, and hence in matrix
free Mg?, could modulate the 2-OGDH activity and the rate of oxidative phosphorylation
in intact rat heart mitochondra (14). Mg?® also affected respiratory rates in rat liver
mitochondria through the modulation of the activities of the succinate and glutamate
dehydrogenases (75). These observations may have physiological relevance since
several recent reports have established that the cytosolic and intramitochondrial free
Mgz*_concentrations may change in response to different hormones and agonists in

different types of cells (76-20); this, however, remains controversial (27).
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Mg? activation of 2-OGDH was potentiated by physiological concentrations of Pi
(<5 mM), which resulted in decrease of the K, value for Mg* and elevation of the Vo,
(14). An earlier report described an activation of bovine kidney 2-OGDH by Pi, but in
the concentration range of 10 to 20 mM (8), concentrations which are well above the
physiological range (22). The activation by Pi was due to an increase in the affinity of 2-
OGDH for 2-oxoglutarate (8).

The activation of 2-OGDH by low Pi concentrations described in intact
mitochondria could be the result of a direct interaction with the enzyme complex or by
changing the concentration of other modulating factors such as Mg®, Ca™ or adenine
nucleotides. Therefore, we examined the effect of Pi on the activity of 2-OGDH in the

presence of different effectors in the purified enzyme and mitochondrial extracts.

MATERIALS AND METHODS

Isolated pig heart 2-OGDH was purchased from Sigma Chemical Co. Two
different enzyme preparation lots were used. The enzyme solution contained 50%
glycerol, 10 mg bovine serum albumin/ml, 30% sucrose, 2.5 mM EGTA, 2.5 mM EDTA,
25 mM 2-mercaptoethanol, 0.5% Triton X-100, 0.005% sodium azide, 26 mM
potassium phosphate, pH 6.8, 11 or 9.7 mg protein/mi; the specific activity was 0.63 or 1
units/mg protein. The enzyme solution was stored in aliquots of 1 mi at -10°C. No
activity was lost after a year of storage.

Rat heart mitochondria were isolated from male Wistar rats of 250-300 g ,
according to a previously described method, incubating two hearts in SHE medium (250

mM sucrose, 10 mM HEPES, 1 mM EGTA, pH 7.4), in the presence of 1 mg of the
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protease Nagarse (protease type XXVH, Sigma Chemical; specific activity 10 units/mg),
on ice for §-min (23).

Mitochondrial extracts. Freshly prepared mitochondria (5 mg protein/ml) were
suspended in SHE medium, containing 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5% BSA,
2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol and solubilized with 0.2% Triton X-100.

This mitochondrial solution was diluted with glycerof (1:1) and stored at —10°C until use,
under these conditions the 2-OGDH activity remained constant for at least one month.

After one month, activation by Pi and Mg? started to diminish, although activation by
Ca® and ADP remained unchanged. In extracts prepared by freezing in liquid N, and
fast thawing at 40°C three times (71), the 2-OGDH activity was much lower and
unstable than in Triton-solubilized mitochondria.

2-OGDH activity. An aliquot of mitochondrial extract (0.5 mg protein/ml) or isolated pig
heart 2-OGDH (0.055 mg protein/mi) was suspended in a medium containing 120 mM
KCl, 20 mM MOPS-K (pH 7.35), 0.5 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 1 mM thyamine
pyrophosphate (TPP), 1 mM NAD’, 0.25 mM CoA, 0.5 mM 2-oxoglutarate at 30°C.

Fresh solutions of TPP, NAD* and DTT were used throughout this study. Other
additions were as indicated in the figure legends. NADH formed was determined
foliowing the absorbance at 340 nm in a dual beam Aminco DW2000
spectrophotometer. The reduction of NAD® either in the absence of 2-oxoglutarate, CoA
or TPP was negligible. The determination of 2-OGDH activity by measuring NADH

absorbance instead of NADH fluorescence was used because it exhibited lower

variations (24).
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The concentrations of free Mg™, free Ca®, Pi-Mg, ADP-Mg and ATP-Mg weie
caiculated with the use of the computer program CHELATOR (25). Fitting of equations
to experimental data was done by using the computer program ORIGIN Ver 3.73

{Microcal Software Ing.).

RESULTS

Activation by Pi and pH.

To examine whether the effect of Pi on the 2-OGDH activity observed in intact
mitochondria (14) was due to a direct interaction with the enzyme complex, the effect of
Pi on the commercially available 2-OGDH and on extracts from rat heart mitochondria
was measured. The addition of Pi induced a significant stimulation of the activity in
both, the isolated enzyme and the mitochondrial extract with two kinetic components
{Fig. 1): a high affinity component for Pi concentrations iower than 5 mM, and a second
component of low affinity at Pi concentrations targer than 7 mM.

Variations in pH activate the 2-OGDH complex isolated from heart and kidney
(10,11). Therefore, the effect of pH on the activation of isolated 2-OGDH by Pi was
assayed. In agreement with earlier reports, the lowering of pH from 7.6 to 6.8 promoted
a six-fold stimulation of the enzyme activity. However, when the pH vaiue was lower
than 7.1 the activation by Pi disappeared (Table {). Enzyme activation by Pi was high at
pH values between 7.2 and 7.6, which is the range of pH values determined for the
mitochondrial matrix environment (26,27). The effect of pH on the activation of the
enzyme by Pi was similar when either the isolated enzyme (Table [} or the mitochondrial

extract were used {data not shown).
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Activation by Pi. Ma® and ADP.

As in intact mitochondria (74), Pi potentiated the Mg* induced activation of
isolated 2-OGDH; it produced a slight increase in the affinity for Mg®, but a significant
elevation of the apparent V,, (Fig. 2A). ADP also increased the affinity for Mg** and V,,
(Fig. 2A), but the combination of Pi + ADP did not increase further the affinity for Mg*,
albeit it brought about a greater rise in V,, {see table 2 for values of K, and V). In Fig.
2% activity was plotted against total concentrations of Mg in the presence or absence of
Pi and ADP. When the concentrations of free Mg® and Mg-complexes were
considered, it was evident the following order of potency for 2-OGDH activation: Mg-
ADP > Mg-Pi > Mg* (Fig. 2B). The addiive activating effect observed for the
combination Mg-ADP + Mg-Pi suggested the existence of independent sites for each
complex.

To explore further whether the Mg-ADP complex is a true activating molecule, the
effect of different concentrations of Mg* and ADP on the 2-OGDH activity was assayed
without (Fig. 3A) or with 5 mM Pi (Fig. 4A). It may be noted that the activating effect of
ADP in the absence of Mg?®* was negligible without Pi (Fig. 3A) or small with Pi (Fig. 4A).
Replotting the concentrations of Mg-ADP (Fig. 38, 4B), free Mg* (Fig. 3C) or Mg-Pi
(Fig. 4C), from the data in Fig. 3A or 4A, indicated that the increase in 2-OGDH activity

was more closely related to variations in Mg-ADP concentration.
Effect of ATP on the 2-OGDH activity.
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In contrast to ADP, the addition of ATP induced a significant diminution of 2-
OGDH activity in the presence of different concentrations of Mg® (Fig 5A). In the
absence of added Mg* (+ 0.2 mM EDTA), ATP did not affect the activity of 2-OGOH.
The estimation of free Mg® and Mg-ATP complex concentrations from the data of Fig.
5A, revealed that the inhibition of 2-OGDH activity by ATP was related to the diminution
in the concentration of free Mg** (Fig 5B), and that the Mg-ATP complex by itself did not

affect the activity of the enzyme complex (Fig. 5C).

Modulation of the 2-OGDH kinetics.

To further understand the modulation of 2-OGDH by Pi and its interplay with Mg*
and other effectors, the effect of ADP, ATP, and Pi with or without Mg on the affinity of
2-OGDH for 2-OG and on the V,, was determined. In the absence of Mg, ADP and Pi
diminished the K,; of 2-OGDH for 2-OG and enhanced the V,, and ATP induced a
significant diminution of the affinity of 2-OGDH for its substrate and V. (Fig. 6A) (see
Table Il for values of K,; and V). In the presence of Mg®, ADP (or rather Mg-ADP)
also increased the affinity for 2-0G and the V.. whereas ATP induced a slightly
diminution in the V,, and in the affinity for the substrate. Pi also increased the affinity for
2-OG and the V,, of the reaction, but to an extent lower than that observed with ADP
(Fig. €B). In all conditions, Mg*" increased by three fold the V.. Without Mg®, the
inhibitory effect of ATP was less apparent. The data of Fig. 6 indicated the following
order of potency for stimulation of 2-OGDH activity: Mg-ADP>Mg-Pi>Mg>>ADP>Pi.

In the mitochondrial extracts, the effect of Pi, Mg®, ADP and ATP on the affinity

of 2-OGDH for 2-0OG and the true V,, (Fig. 7) was similar fo that observed in the isolated
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enzyme. However, in contrast to the isolated enzyme (cf. Fig 6), mitochondrial extracts
exhibited well-defined sigmoidal kinetics (Fig. 7). The Hill coefficients were not
significantly different from one for the isolated enzyme, but they were higher than one

(P< 0.01) in the mitochondrial extracts (see legends to Figs. 6 and 7 for values).

Activation by Pi, Mg> and Ca*.

To assess whether the Ca-Pi complex also influenced the activity of isolated 2-
OGDH, we measured the stimuiation by Ca® at different Pi concentrations with or
without ADP. The results indicated that the K, value for Ca* (0.27-0.34 pM) was not
modified by the presence of Pi or ADP (data not shown). Increasing Mg® in the
physiological range (100-600 uM) did not alter the Ca® activation of 2-OGDH, but
instead it promoted the elevation of the apparent V,, (Fig. 8). Hence, instead of an
antagonistic effect between the two cations, there is a synergistic activating effect of
Ca* and Mg? on 2-OGDH, through an increase in both, the affinity for 2-OG (Ca™) and
the catalytic turnover (Mg?").

Table Il summarizes the effect of Pi and the other effectors on the K, ; vaiue for
different ligands and the apparent V, obtained with the isolated enzyme and the
mitochondrial extracts. The K, value of the enzyme for ADP was about three-fold
higher in the extracts, while the K, for Pi was slightly larger than the value in the
isolated enzyme. The K, value for Mg and 2-OG (+ ATP, + Mg”, and + Mg® + ADP)
in the extracts were similar to those observed with the isolated enzyme. The Kg; values

for Ca* and 2-OG (in the absence of effectors or in the presence of ADP) were larger,
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while the K, values for Mg-Pi, 2-0G (+ Pi, + ATP + Mg® and + Pi + Mg®') were lower
than those determined in the isolated enzyme.

Analysis of the V| values revealed other differences between both preparations.
In the isolated enzyme, the addition of Mg® increased 3-4 times the V., when the 2-OG
concentration was varied. In contrast, in the mitochondrial extracts, Mg* did not

enhance further the V,,, in comparison to values obtained in its absence.

DISCUSSION

It was previously reported that Mg® (73,74) and Pi (8,9,14) activated 2-OGDH
and that Pi modulated the Mg?® activation in intact heart mitochondria {14); however, the
mechanism of activation by Pi was not elucidated. Here we show that the interaction of
Pi with 2-OGDH enhances the apparent V,, and that Mg-ADP, but not Mg-ATP, is a
potent activator of the isolated 2-OGDH. The observation that Mg-Pi stimulates the 2-
OGDH activity in the presence of saturating Mg-ADP, suggests the existence of different
sites of modulation in the enzyme complex for these effectors. The activation of 2-
OGDH by ADP has been well documented (8-71), but according to our data, the ADP
site can also be occupied by the Mg-ADP complex. Thus, the previously reported
activating effect of ADP (8-11), could be attributed to the ADP-Mg compiex, since the
assay reaction medium contained 1 (70,71) or 2 mM (8,9) Mg”* and, in consequence,
the true activator of 2-OGDH could be Mg-ADP.

In contrast, ATP clearly exerts an inhibitory effect on 2-OGDH activity. Since
Mg* induces an increase in the apparent V, , then ATP, by decreasing the

concentration of free Mg®. brings about a diminution in the V_. In addition, ATP
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attenuates the 2-OGDH activation by Ca®* (12). However, ATP is aiso able to increase
the affinity for 2-OG, leading to enzyme activation. Therefore, the effect of ATP on 2-
OGDH activity will depend on the specific incubation conditions, although in the
presence of Ca®" and Mg®, a strong inhibition will be predicted, whereas in the absence
| of the cations a sligth activation would be expected (see Figs. 5-7 and Table ).

The activation of 2-OGDH by lowering pH (Table 1) is in agreement with previous
observations in pig heart 2-OGDH (70), and bovine heart and kidney enzymes (8). The
2-0GDH activation by Pi is also pH dependent, which is negligible at low pH and

enhanced at high pH. This suggests that HPO,” is the active Pi species or that at high

pH values, some deprotonated aminoacid residues are involved in the binding of Pi.
This finding may explain why the effect of Pi at physioclogical concentrations was not
cbserved before and why other authors [8] observed activation by Pi solely at
concentrations higher than 15 mM.

When the affinity of isolated 2-OGDH for 2-OG is determined under different
conditions, the experimental curves show hyperbolic kinetics in agreement with earlier
reports (9,73), whereas with mitochondrial extracts, the curves are clearly sigmoidai, as
in toluene-permeabilized mitochondria and mitochondrial extracts (72). Other clear
differences are the values of V,_, attained at saturating concentrations of 2-0G, in the
presence of Mg®, and the activating effect of ATP. The values of V,, obtained with
mitochondrial extracts with or without Mg* are not significantly different, but with the
isolated enzyme the values in the presence of Mg> were up to four-fold highter. ATP
increases the affinity of the enzyme for 2-OG with or without Mg in the mitochondrial

extract, but in the isolated enzyme ATP did not affect the affinity of the 2-OGDH for 2-
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OG. The kinetic differences between the isolated enzyme and the mitochondrial
extracts, suggest that in the process of enzyme isolation, a factor is lost or a change in
the original conformation of the enzyme occurs, that induces a kinetic change with
respect to substrate and cther ligands.

The activation of 2-OGDH by Ca® is not inhibited by increasing the Mg™
concentration in the physiological rage (100-600 pM), rather the effect of both cations is
additive. After agonist stimulation, {Mg*]. raises from 0.5 to 0.8 mM (76-20), [Ca*], also
increases from 0.1 to 0.6 pM (28), cytosclic Pt concentration rises from 0.83 to 3.13 mM,
and the pH remains constant at 7.35 in whole rat heart (22). These changes may
produce a synergistic activating effect of 2-OGDH by both divalent cations and Pi, which
may stimulate the rate of oxidative phosphorylation (74). In conseguence, the finding
that Pi modulates the 2-QOGDH activity may have physiological relevance.

Acknowledgments: The authors thank Dr. A. Gémez-Puyou for his critical reading of
the manuscript.
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Table |. Activation of isolated 2-OGDH by Pi at different pH values.

v (nmol NADH/min/mg)
pH [Pij=0 5mM 15 mM
7.6 6.6 13.3 26.5
7.4 133 19.9 26.5
7.25 15.8 211 257
71 20.1 254 29.0
7.05 305 33.8 33.8
6.9 387 387 387
6.8 453 453 45.3
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Table 1I. Kinetic parameters of the 2-OGDH activity in the isolated enzyme and in
mitochondrial extracts for different ligands.

Ligand Isolated Enzyme Mitochondriai Extract
Kos (MM) Vi {(nmot Kas (HM) Vo (nMo
NADH/min/mg) NADH/min/mg) |
Pi (High affinity) 1200 (2) 49.7 (2) 1960 1 420 (6) 6.1+ 159(6)
Pi (Low affinity) 10800 (2) 63 (2) 9790 + 390 (4) B.3125(4)
Mg* 1436+ 14 (3) 58 126 (3) 115 £ 30 (6) 9.5+6.6(6)
Mg-ADP 6.9+ 26 (5) 288 £ 25 (5) - -
Mg-Pi 26 (2) 160 (2) 12 {2) 13 (2)
ADP 115 £ 35 (5) 70.527(5) 406 £ 112 {6) 58 18 (6)
ca™ 0.224 £ 0.039 (8) 46 + 16 (8) 0.279 (2) 52 (2)
2-0G 3200 + 2100 (3) 147 £ 49 (3) 6100 £ 2300 (3) 60 + 11 (3)
2-0G (+ ADP) 810 £ 200 (3) 166 + 29 (3) 1380 £ 120 (3) 72+£2(3)
2-0G (+ATP) 3400 + 1800 (3) 116 £ 37 {3) 3070 £ 180 (3) 33t£2(3)
2-0G (+Pi) 3700 1 1200 (3) 178 + 36 (3) | 1800 (2) 79(2)
2-0G (+ Mg™) 4200 £ 2700 (3) 556 £ 213 (3) 5210 (2) 64.5 (2)
2-0G (+ ADP + Mg*) { 1300 £ 600 (3} 652 £ 127 (3) 1460 (2) 75 (2}
2-0G (+ ATP + Mg®) | 4300 £ 1500 (3} 399 + 109 (3) 1980 (2) 33 (2)
2-0G (+ Pi + Mg®) | 3900 + 1900 (3) 590 £ 172 (3) 1130 (2) 75.6 {2)

Vaiues shown are mean + standard deviation
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Activation of 2-OGDH by Pi. Aliquots of isolated enzyme (0.055 mg/ml) or
mitochondrial extracts (0.5 mg/mi) were incubated in KME medium (plus 2 uM rotenone
with the extracts) as described under Materials and Methods, in the presence of the
indicated Pi concentrations. O, isolated enzyme; ®, mitochondrial extracts. The solid
line represent the best fit to a double Hill equation. The values of the Hill coefficients for
the isolated enzyme were 3.6 and 2.9 (n=2) and for the mitochondrial extracts were 1.97
+0.93 and 5.4  1.27 (n=4) for the range of Pi concentration of 0 to 5 mM and of 5 to 15
mM, respectively. Values are mean of two experiments made with two different lots of
the isolated enzyme or mean + SD of 5 different extract preparations. The maximal
activity measured in the presence of 15 mM Pi was 63 (n=2} and 8.3 £ 2.5 {n=4) nmol
NADH min"' (mg protein)* for the isolated enzyme and the mitochondrial extracts,

respectively.

Figure 2. Modulation of isolated 2-OGDH activity by Mg®, Pi and ADP. Isolated 2-
OGDH (0.055 mg protein/ml} was incubated as described under Materials and Metods
with the indicated concentrations of MgCl,. A, ®, No Pi or ADP added; ®, + 5 mM Pi; 0,
+ 600uM ADP; O, + 5 mM Pi and 600 uM ADP. 8, the concentrations of free Mg*, and
Pi-Mg and ADP-Mg complexes were calculated from the data shown in A by using the
CHELATOR program {19]. ®, free Mg*"; 8, Mg-Pi; O, Mg-ADP; O, Mg-ADP but Mg-Pi is
also present. The curves shown are representative of 5 different experiments; solid

lines represent the best fit to the Hill eguation. The units of V,, are nmoi NADH min™
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{mg protein)'. The range of Hill coefficients values was of 1.41 to 2.28, except for the
curve obtained in the presence of Mg-ADP + Mg-Pi (Cl), where the value was not

significantly different from one.

Figure 3. Activation of isolated 2-OGDH by Mg-ADP complex. A. ®, no Mg?* added; O,
+25 pM Mg™; A, + 50 pM Mg®; v, + 200 uM Mg?. in B, the Mg-ADP concentration for
each point of figure A was calculated and plotted against activity. C, free Mg*
concentration for each point of Figure A was calculated and plotted against activity.

Solid lines represent the best fit to the Hill equation. The Hill coefficient for curve B was

not significantly different from one.

Figure 4. Effect of Mg* and Pi on the affinity of isolated 2-QGDH for ADP. Isolated 2-
OGDH (0.055 mg protein/ml) was incubated under the conditions described for Figure 3,
in the presence of 5 mM Pi. Figure A, total ADP concentration added is plotted against
activity. ®, no Mg** added; [, + 25 uM Mg*; A, + 50 uM Mg™; v, + 200 yM Mg*. In B
and C, Mg-ADP and Mg-Pi concentrations were calcutated for each point of A and
plotted against activity. Curves are representative of 3 different experiments. The Hill

coefficient for curve B was not significantly different from one.

Figure 5. Inhibition of isolated 2-OGDH by ATP. ®, no Mg® added:; &, + 50 UM Mg?:
A, + 200 uyM Mg*";V, + 400 M Mg*; e, + 600 uM Mg*'. In B and C, concentrations of
free Mg* and Mg-ATP complex were calculated for each point of Figure A and plotted

against activity. Note that the X-axis in B decreases from left to right. Plots are the
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mean + S D. of 3 different experiments. Solid lines represent a fit to a single

exponential decay, but they have no mechanistic implications.

Figure 6. Effect of ADP, ATP, Pi and Mg* on the isolated 2-OGDH kinetics. Isolated 2-
OGDH (0.055 mg protein/ml) was incubated as indicated under Materials and Methods
in the presence of different concentrations of 2-0G. A. @, no further additions {control);

4, +5mM Pi; =, + 600 uM ADP; A, + 600 pM ATP. B. 600 uM Mg” was added. The

other experimental conditions were as described for A. Solid lines represent the best fit
to the Hill equation. Values are the mean + SD of three different experiments. The Hill
coefficients values for A and B were 0.84-1.16, which were not significantiy different

from one.

Figure 7. Effect of ADP, ATP, Pi and Mg?* on the 2-OGDH kinetics in the mitochondrial
extract. Mitochondrial extract (0.5 mg protein/ml) was incubated as indicated under
Material and Methods in the presence of different concentrations of 2-0G. A @, no

further additions (control); ¢, + 5 mM Pi; m, + 600 uM ADP; A, + 600 uM ATP. B. 600

UM Mg® was added. The other experimental conditions were as described for A.
Curves are representative of three different extract preparations. The Hill coefficients
values for A and B ranged from 1.15 to 2.25, and they were signifivantly different from

one (P<0.01; Student t-test).

Figure 8. Effect of Mg” on the activation of isolated 2-OGDH by Ca®. 2-OGDH (0.055

mg protein/ml) was incubated in the conditions described under Materials and Methods.
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Calcium concentrations were adjusted by the use of Ca®/EGTA buffers; free Mg* and
Ca® concentrations were calculated with the use of the CHELATOR program (79). ®,
no addition; ®, 100 uM Mg*; A, 200 pM Mg*: ¥, 600 pM Mg*. The values of the Hill

coefficients ranged from 1.55 to 4.25.
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6. DISCUSION GENERAL

El hallazgo de que una de las enzimas claves del ciclo de Krebs sea un sitio de
activacién por cambios fisioldgicos en la concentracién de Mgz*, apoya la hipdtesis de
que el Mg®* tiene un papel de segundo mensajero. Esta hipotesis fue propuesta por
algunos grupos, quienes observaron movimientos intracelulares de ng2+ en respuesta a
un estimulo harmonal. Los resultados de esta tesis sugieren que variaciones fisiologicas
en la [Mgz*] pueden ocurrir simultaneamente a los incrementos de [a [Caz"], sin que
exista interferencia sobre la estimulacién de fa 2-OGDH. Sin embargo, el hecho de que
el transporte de Mg®* no sea muy rapido en las mitocondrias (Fig. 1, trabajo 1), nos
indica que los flujos de Mg®* no pueden ser el segundo mensajero en la mitocondria. De
acuerdo con esta tesis, lo que si podria ocurrir, son cambios en los contenidos
mitocondriales de nucleétidos y de Pi, los cuales acarreartan cambios en la [Mg**]m.

El aumento en la activacién por Mg** de la 2-OGDH por concentraciones
fisiologicas de Pi demostrado en este trabajo, aunado a la observacion del incremento
en 1a concentracion del Pi citosélico y por fo tanto del Pi intramitocondrial después de la
estimulacién con epinefrina, implica que alin cuando la concentracién de Mg**
permanezca constante, un incremento en la concentracion de Pi es capaz de potenciar
la activacion por Mg** de la 2-OGDH y por lo tanto la fosforilacin oxidativa.

Las diferencias encontradas en el comportamiento cinético de la 2-OGDH en el
extracto mitecondrial (forma sigmoidal de la curva, mayor respuesta a los ligandos en
presencia de Mg®* y disminucién de ta Kzog por el ATP) y la 2-OGDH aislada (forma
hiperbolica de la curva, respuesta similar en presencia o en ausencia de Mg*" y falta de
efecto del ATP sobre la Kz0c), nos hace pensar que en el proceso de aislamiento y

puificacién de la enzima se pierde algun factor importante para la regulacion del
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comportamiento cinélico de ta 2-OGDH o que existen diferencias especificas de
especie.

El complejo de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa esta constituido por tres
enzimas: la 2-oxoglutarato deshidrogenasé (E1), la dihidrolipoamida acetil transferasa
{E2) y la dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3). La unidad minima activa del complejo
esta formada por 12 E1, 24 E2 y 12 E3, en un arreglo octaédrico con un peso molecular
de 5 x 10° Daltones [a, b]. Los datos de reconstitucion del complejo de la 2-OGDH de
mamifero indican que los mondémeros £E1 y E3 del complejo pueden agregarse para
formar homodimeros ¢ heterodimeros, para luego unirse a la base ("core”) formada por
varias copias de la subunidad E2 [a]. La interaccién fisica entre las subunidades E1 y
E3 se demostré recientemente en la 2-0GDH de mamifero, en donde se propone que
seis homodimeros de E1 unidos a la base formada por E2 y a otros seis homodimeros
de E3 se encuentran formando el complejo {b], como fue sugerido para la 2-OGDH de
Escherichia coli. Se ha demostrado que la subunidad E1 es la que cataiiza el paso
alejado del equilibrio [c] y que es ademds la que reacciona con el NADH y el succinil-
CoA [d], para dar la inhibicion (alostérica) por retroalimentacidn, Siendo entonces una
enzima alostérica se ha propuesto también que es la enzima activada por Ca® [c, d), y
por lo tahto, la enzima susceptible de ser modulada en el complejo. Par lo anterior, en
adelante al hablar de activacion de la 2-OGDH, nos referiremos a fa subunidad E1 del
complejo multienziméatico.

En los experimentos de la figura 1del trabajo 2, donde se evalua la afinidad de la
2-QGDH por Pi, se puede observar ademas de las dos diferentes sensibilidades a Pi,
un incremento en el coeficiente de Hill de la enzima al incrementar la concentracion de

Pi. En el extracte mitocondrial el coeficiente de Hill determinado a concentraciones de
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Pi < 5 mM es de 1.97 £ 0.46 (SME), lo que nos indica que el niumero minimo de
subunidades interactuantes es de 2-4 (n=4), y este valor se incrementa hasta 5.4 + 1.27
(n=4) a concentraciones de Pi > 5 mM, indicando que ahora el nimero minimo de
subunidades interactuantes es de 8 o mayor.

Estos datos nos sugieren que por efecto del Pi se incrementa la agregacion de
las subunidades de E1 de dimero a octamero. Si suponemos cooperatividad infinita
para la agregacién de las subunidades, podemos proponer el siguiente modelo para

explicar el efecto del Pi sobre la formacion del complejo:

> [®]a [3]4

Qi_O Pi<5mM N
OO
n=2 n=
Pi>5mM
O Forma poco activa
T Forma muy activa
n=8§

Con la enzima aislada, el coeficiente de Hill determinado para los dos
componentes no fue significativamente diferente, indicando que no existe cambio en la
agregacion de las subunidades al variar el fosfato. El coeficiente de Hill en log dos
intervalos de concentracién de Pi fue de alrededor de 3, lo que nos indica que el

namero de Hill debe de ser de 4 y que se trata de un tetramero.
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Con el extracto mitocondrial (Fig. 6, trabajo 2), se determiné que el namero de
Hilt en la presencia de diferentes activadores permanece alrededor de 2 {Tabla A),
indicando que no existen cambios en la agregacion de la enzima y la especie formada
es un dimero o tetrameroc. Ademas, paref:e que existen sitios independientes para fa
unién de Mg-ADP y Mg-Pi, ya que la combinacién de los dos complejos tiene un efecto

sinérgico sobre la activacién de ta enzima (Fig. 2, trabajo 2).

Tabla A. Coeficientes de Hill determinados
de los experimentos de la figura 6 del trabajo 2.

EXTRACTO MITOCONDRIAL
LIGANDO COEFICIENTE DE
~ Mg HILL (n=4)
CONTROL 1.53 + 0.63
ADP 15013
ATP 178+0.78
Pi<5mM 0.97 + 0.20
LIGANDO
+ M92+
CONTROL 1.15£0.33
ADP 141+ 044
ATP 144 £0.36
Pi<5mM 143+0.39

Los valores dados representan fa media
* la desviacidn estandard de 4
experimentos.

Para la enzima aislada el coeficiente de Hill determinado en el mismo
experimento no fue significativamente diferente de 1 (Fig. 7, trabajo 2), como se puede
observar en la tabla B, indicando que ia subunidad E1 se encuentra en el complejo

como Monomero.
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Tabla B. Coeficientes de Hill determinados
de los experimentos de la figura 7.

I
&
ENZIMA AISLADA % _
LIGANDO | COEFICIENTE DE .
— Mg** HILL {(n=3) §
CONTROL 0.89%0.15
ADP 112+ 0.17
ATP 0.91%0.07
Pi 11049 =~
LIGANDO §
+ Mg2+
CONTROL 0.89 £ 0.14
ADP 0.9910.17
ATP 0.96+0.06
Pi 1,22+ 0.63

Las diferencias en comportamiento cinético entre la 2-OGDH aislada y en el
extracto mitocondrial se pueden explicar por las siguientes posibilidades: a) que la
concentracién de la subunidad E1 del complejo multienzimatico, se encuentre
disminuida en ta preparacion de la 2-OGDH aislada y esto impida que la asociacion de
E1 en el complejo llegue hasta octdmero, como se propone para el extracto
mitocondrial; b) que el Mg®* se encuentre fuertemente pegado a la 2-OGDH en el
extracto mitocondrial y se pierda en el proceso de aislamiento de la enzima, haciendo
que la dltima preparacion sea mas sensible a la activacion por Mg?* v ¢} la existencia de

diferencias especie especificas entre las dos enzimas.

a). Sanderson S. J., Khan S. S, McCartney R. G., Miller C. And Lindsay, J. G. (1996)
Biochem. J. 319, 109-116.

b). McCartney R. G., Rice J. E., Sanderson S. J., Bunik, V., Lindsay H. and Lindsay J.
G. (1898) J. Biol. Chem. 273, 24158-24164.

c). Nichols B. J. and Denton R. M. (1995) Mol. Cell. Biochem. 149/150, 203-212.

d). Lawlis V. B. And Roche T. E. (1981) Biochemistry 20,2519-2524.
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7. PERSPECTIVAS

Los estudios publicados con la 2-0GDH versan principalmente sobre su
activacion por ca® y ¢l efecto de los nucigéﬁdos de adenina sobre esta activacion, sin
considerar &l efecto del Mg?', el cual se utilizé siempre en concentraciones saturantes
en esos estudios. Mas recientemente se han reportado trabajos relacionados con la
determinacién de la estructura del complejo multienzimatico y la interaccién entre las
diferentes subunidades que lo componen. En este contexto, las contribuciones mas
importantes de este trabajo son las siguientes: a) la determinacién de gue e Mg®
puede activar a la 2-OGDH en mitocondrias acopladas (activacion in sifu} y no
solamente in vifro como se habia reportado anteriormente para la enzima aislada de
corazén de cerdo; b) la introduccién de un nuevoe madulador que en condiciones
fisiclogicas podria estar participando en la regulacion de la 2-0OGDH, como lo es el Pj;
c) la propuesta de que en condiciones fisiologicas, fas especies de ligandos que
participan mayoritariamente en ia modulacidn de la 2-0GDH, podrian ser aquellas
acomplejadas con Mg® (Mg-ADP, y Mg-Pi); d) la observacion de las diferencias
cinéticas entre la 2-OGDH en el extracto mitocondrial y la enzima aislada. Sin embargo
en este (ltimo inciso no se puede descartar una posible diferencia especifica de
especies ya que se esta comparando el comportamiento cinédtico de dos enzimas
obtenidas de fuentes diferentes y e) La modulacion de la 2-OGDH por Mg® y Pi
también afecta la velocidad de fosforilacion oxidativa.

Experimentos que podrian continuar este trabajo son aquellos dirigidos a
demostrar que el segundo sitio de regulacion de la fosforilacién oxidativa por Mg® es la
ATP sintetasa. Estos experimentos podrian realizarse en condiciones en las cuales no

exista participacion de la translocasa de adenin-nuciedtidos, Para tal efecto se pueden
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realizar experimentos de arsenilacién oxidativa, o estudios de fosforilacién oxidativa en
particulas submitocondriales (en estas particulas la membrana se encuentra invertiga,
lo cual permite descartar la participacion del transportador de Pi y el translocador de
adenin-nucledtidos). El inconveniente de la utilizacion de este sistema, radica en la
dificultad que presenta la preparacién de particulas submitocondriales bien acopladas.

Ya que todos los experimentos con la enzima aislada se realizaron en presencia
de concentraciones saturantes de TPP, CoA y NAD®, ahora se podria evaluar el efecto
de la variacion de la concentracion de estos cofactores sobre la actividad de la enzima,
ya que in vivo estos tres cofactores posiblemente no se encuentran en concentraciones
saturantes. Se puede estudiar también el efecto del Pi y el Mg®* sobre la afinidad de la
2-OGDH por los diferentes cofactores. La determinacién del efecto del Mg®* sobre la
afinidad de la 2-OGDH por TPP seria de gran ayuda, ya que se ha propuesto que el
blanco de 1a activacién por Mg?* es la unién de! TPP a la subunidad E1 del compiejo (la
2-oxoglutarato deshidrogenasa) para iniciar ia reaccién.

El comportamiente bifasico de la cinélica de la 2-OGDH con respecto a la
activacion por Pi puede deberse a la diferente agrupaciéon de las enzimas que
constituyen al complejo multienzimatico al unir al Pi y a los otros ligandos. Para
examinar esta posibilidad se pueden utilizar electroforesis en geles nativos,
cromatografia de exclusion molecular o ultracentrifugacién analitica en gradiente, en
presencia y en ausencia de ios diferentes efectores y determinar si se modifica la
compasicion del complejo multienzimatico, en cuanto a la estequiometria de las
subunidades que lo componen. Otros posibles experimentos son la determinacién de la

termoestabilidad de la enzima con los diferentes figandos y el entrecruzamiento de las
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subunidades para determinar el efecto del diferente agrupamiento de los monémeros
sobre los parametros cinéticos del complejo multienzimatico.

Otra tinea de investigacion seria la identificacién del factor que se pierde en el
proceso de aislamiento de la enzima, que pudiera explicar los cambios cinéticos

observados entre la 2-OGDH aislada y la enzima en el extracto mitocondriai.
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