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MODULA TION OF 2-0XOGLUTARATE DEHYDROGENASE AND OXIDA TIVE 
PIIOSPIIORYLATION HY Mg1

' ANO Pi IN IIEART MffOChONDRIA. 
José Salud Rodríguez Zavala. 

Studies publishcd in the decade of '90 using NMR or íluorescent dyes in cells and 
mitochondria of different tissues, showed variations in the intracellular M~2

' concentration in 
response to dilTerent hormones or agonists. Ali 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 ofcontrol ofthe oxidative phosphorylation and the 2-0GDH by Mg2

' 

and its interplay with other elTectors. 
The effect ofMg1

' on the oxidative phosphorylation using 2-0G or succinate (plus rotenone) 
as substrates was assaycd. The sensitivity of oxidative phosphorylation to Mg2+ was different when 
2-0G or succinate (plus rolenone) were used; the l<-0.i. for Mg2

' was lower with succinale. The 
difference in sensilivily to Mg2

' indicaled the exislence of al least lwo siles of Mg2
' modulation in 

the melabolic palhway. The firsl sile al lhe level of lhe 2-0GDH and lhe second localized al the 
phosphorylating system level (the ATP synthase or the translocator of adenine-nucleotides). lt was 
observed that the increment ·or Mg1

' activated the As~ADP synthesis, indicating that the Mg1
' 

activation sile in the phosphorylating system was the ATP sinthase. 
The increment in [Mg1']m increased the membrape potential with 2-0G but not with 

succinate as substrate. This observation indicated that Mg2
' modulation was accomplished in a site 

before the site II of the repiratory chain. Thus, the effect c,f Mg1
' on the 2-0GDI-I was explored, 

measuring the pyridine-nucleotides rcduction. lt was shown that one sitc of Mg2
' activation was thc 

2-0GDI-I. It was also determined that Pi potentiated the actívation of the 2-0GDI-I by Mg1
'. The 

effect of Pi was through the lowcring of the Ko.i of the 2-0GDI-I for Mg1
' and the increment in the 

Vm. 
The elTect of Pi on the Mg2+ modulation of 2-0GDI-I in intact mitochondria could be 

explained by the following possibilíties: a) Increments in ti.e extemal Pi concentration, elevate the 
intramitochondrial 2-0G concentration, as a consequence of its exchange witli interna! Pi. Thus, the 
2-0GDH activity increases with the increment of one of the substrates of the reaction; b) That the 
increment of externa! Pi modifies the intramitochondrial pH value by the activity of the Pi/H+ 
simport, and the intramitochondrial pH incrcmcnt wou\d induce 2-0GDH activation; e) Fina\ly, a 
direcl intcraction of Pi with 2-0GDH in a specilic sitc. To c"amine these possibi\ities thc use of thc 
isolated 2-0GDH was necessary. 

Experiments with the isolated 2-0GDH showed thM the activation of 2-0GDI-I 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 concentráticns higher than I O .mM. 

-lt was a\so showed that Mg2
', Pi, ADP or ATP modulated the 2-0GDH but the complexcs 

formcd by Mg1
' were more potent effectors. The mechanism of activation by Pi, ADP, Mg-Pi and 

Mg-ADP was by increasing the affinity of 2-0GDI-I for its $Ubstratc and the V m- On thc othcr hand, 
ATP inhibitcd the 2-0GDH by chelating the free Mg2

' and diminishing the V m- lt was cstablished 
the following order ofpotency: Mg-ADP>Mg-Pi>ADP>~i>Mg1

'. 

Dr. 
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MODlJLACION DE LA 2-0XOGLUTARATO DESHIDROGENASA Y LA 
FOSFORILACION OXIDA TIVA POR Mg1+ Y Pi EN MJTOCONDRIAS DE CORAZON. 
José Salud Rodrlguez Zavala 

Diversos estudios realizados a partir de la década de los '90 utilizando NMR o indicadores 
fluorescentes en células y mitocondrias de diferentes tejidos mostraron que ocurren variaciones en 
la concentración intracelular de Mg2

' en respuesta a diferentes hormonas y agonistas. Todos estos 
reportes sugieren que el Mg2

' puede ser un segundo mensaje10 en la célula. Sin embargo, muchos de 
estos reportes deben todavia ser confirmados. Estas obser\'aciones nos condujeron a evaluar los 
mecanismos de control de la fosforilación oxidativa y la 2-0GDH por el Mg2

' y su interrelación con 
otros efectores. 

Se exploró el efecto del Mg2
' sobre la fosforilación o:;idativa utilizando 2-0G o succinato ( + 

rotenona) como sustratos. La sensibilidad a Mg2
' de la fosforilacíón oxidativa fue diferente al 

utilizar 2-0G o succinato ( + rotenona) como sustratos, siendo la Ko., por Mg2
' menor en presencia 

de succinato. Esta diferencia en sensibilidad al Mg2 
• nos sugirió la existencia de por lo menos 2 

sitios de modulación por Mg2
' en la via metabólica. El prim,~ro a nivel de la 2-0GDH y el segundo 

localizado a nivel del sistema fosforilante (la A TP sintetasa o la translocasa de adenin-nucleótidos). 
Se observó que al incrementar el Mg1

' se activaba la síntesis de ADP-As, indicando que el sitio de 
activación por Mg2

' es la ATP sintetasa. 
El incremento en la [Mg2']m promuevió el aumento del potencial transmembranal con 2-0G, 

pero no con succinato como sustrato. Esta observación nos indicó que la modulación por M¡i2' se 
realiza en algún sitio antes' del complejo II de la cadena rei,piratotia. Por lo anterior se exploró el 
efecto del Mg1

' sobre la 2-0GDH, midiendo la reducdón de piridin-nucleótidos. En estos 
experimentos se determinó que un sitio de activación por Mg2

' era la 2-0GDH. Se determinó 
además que el Pi potencia la activación de la 2-0GDI! por Mg2

'. mediante la disminución de la K0 1 

por el catión y el incremento de la velocidad máxima de la reJcción. 
Para explicar el efecto del Pi sobre la activación por Mg2

' de la 2-0GDH en las mitocondrias 
intactas surgieron las siguientes posibilidades: a). Que al incr~mentar la concentración de Pi externo, 
se aumente también la concentración de 2-0G intramitocondrial, como consecuencia de su 
intercambio con Pi interno. De esta forma, se incrementa la nctividad de la enzima al incrementarse 
la concentración de uno de los sustratos de la reacción; b). Que al incrementar el Pi externo, el pH 
intramitocondrial se modifica por la actividad del simportador Pi/H', y el aumento en el pH 
intramitocondrial sea el responsable de la activación de la rnzima; c). Por último, una interacción 
directa del Pi con la 2-0GDH en un sitio especifico para su activación. Para examinar estns 
posibilidades se hizo necesaria la utilización de la 2-0GDH aislada. 

Al trabajar con la enzima aislada, se determinó que d Pi activa a la 2-0GDII mediante una 
interacción directa. Se determinó además, que esta activación ocurre a concentraciones fisiológicas 
de fosfato(< 5 mM), aunque también puede ocurrir a concentraciones de Pi mayores a 10 mM. Se 
demostró que el Mg2

', el Pi, el ADP o el ATP libres modulan la actividad de la 2-0GDH pero que 
los complejos formados con Mg2

' (Mg-Pi, Mg-ADP, Mg-ATP), son efectores mas potentes. El 
mecanismo para la activación por el Pi, el ADP, el Mg-Pi y el Mg-ADP fue mediante el incremento 
de la afinidad de la 2-0GDH por su sustrato y de la V m Por otro lado, el ATP inhibió a la 2-0GDH 
secuestrando al Mg2

' libre y disminuyendo la V m Se estableció el siguiente orden de potencia Mg­
ADP > Mg-Pi > ADP > Pi> Mg2

' 
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1. INTRODUCCION 

a). MOVIMIENTOS INTRACELULARES DE Mg'+. 

Esta bien establecido que el Mg2
• es un cofactor esencial para la actividad de 

muchas enzimas; sin embargo, debido a que hasta hace poco tiempo prevalecía el 

dogma de que el Mg2
• permanecía constante en una concentración alrededor de 1 mM 

en el citosol de las células, parecía improbable visualizar al Mg2• como un activador 

enzimático, que pudiera actuar como segundo mensajero intracelular como lo hace el 

Ca''. Además, la sobreestimación de la concentración de Mg2• libre en el espacio 

intracelular fue consecuencia de la poca sensibilidad y especificidad de los métodos 

disponibles en la época, haciendo pensar que el Mg2
• se encontraba siempre presente 

en concentraciones saturantes para las enzimas susceptibles de ser activadas. 

A fines de los años '80 y principio de los '90 se logró el diseño de nuevas 

técnicas que hicieron posible la medición de la concentración intracelular del Mg2• 

(principalmente la utilización de la resonancia magnética nuclear y el diseño de 

indicadores fluorescentes especificas). Una vez que se pudo medir con certeza la 

concentración de Mg2
• intracelular, comenzaron a aparecer en la literatura reportes 

demostrando las variaciones de las concentraciones citosólica y mitocondrial de Mg2• 

en respuesta a estimulas hormonales, la modulación de procesos metabólicos por estas 

variaciones, y la vinculación de la disminución en la concentración de Mg2• con 

diferentes padecimientos cardíacos humanos. 

A la fecha, se trata de asignar al Mg2
• un papel de segundo mensajero 

intracelular, similar al que se ha demostrado para el Ca2• en diversos tipos de células. 

La siguiente revisión trata de cubrir algunos de los aspectos involucrados en la 

1 



sobreestimación del Mg2' así como de las metodologías comúnmente utilizadas para la 

medición del Mg2' intracelular y la demostración de la variación del Mg
2
' en diferentes 

tipos de células. 

2 



2G2 BIOQUÍMICA Y FISIOWGÍA DEL Mi'· EN EL CORAZÓN Y EN amos ÓRGANOS 

fosé Salud Rodriguez-Zavala 

Palabras clave: 
Keywords: 

Magnesio. Mag-furn-2. Corazón. 
Magncsium. Mag-fura-2. Heart. 

INTRODUCCIÓN 

E I Mg2+ es un constituyente import.c1nte de las 
células y es un cofactor necesario para una gran 

variedad de enzimas especialmente aquellas involu­
cradas en la transferencia de gmpos fosfato. El mag­
nesio es el segundo o tercer catión intracelular más 
abundante, después del K• y el Ca2+. Cerca del 95% 
del contenido de Mg2+ en los órganos esta Jocali1,ado 
en algún compartimiento intracelular. El erecto bio­
lógico del Mg2+ reside en su habilidad para fonnar 
quelatos y en la competencia que establece con el 
Ca2• por unirse a los mismos sitios y moléculas. El 
Mg2• puede unirse a substratos, enzimas y compues· 
tos estructurales de la célula como son proteinas, 
fosfolípidos y itcidos nucleicos. 1 

TRANSPORTE 

la química del Mg2~ ofrece problemas inusuales 
para los sistemas de transpo11e. Por ejemplo, el áto­
mo de Mg2+ puede acomodar G moléculas de agua 
para íonnar el hidrato Mg(HzO)/·• y la velocidad de 
intercambio de las moléculas de agua en la capa de 
hidratación interna es aproximadamente lfrl veces 
mas lenta para Mgl• (-105 moléculas/sec) que para 
Na•, K+ o Cal• (-10·~-l0!l 111oléculas/sec)l_ Esta lenti­
tud para liberar el agua debe influenciar la fonna en 
que el Mgl• se acerca y se une a los sitios de trans­
porte. El ion hidratado puede imaginarse muy gran­
de, mientras que el ion deshidratado es moy peque­
ño y altamente cargado. El Mgl• hidratado 0a forma 
disponible para ios sistemas de transporte de la 
membrana) tiene de 350 a 400 veces el volumen de 
la forma no hidratada, caso totalmente opuesto si se 
comparan los valores de incremento en el volumen, 
de 5 a 35 veces para la~ formas hidratadas compara• 
das con las formas deshidratadas del Cal+, Na ♦• K+. 3 

Debido a que la diferencia del potencial eléctrico 
lr.msmcmbral en la mayo1i<1 ele las ci·lulas animalt's 
es de 60-90 m V, la concentración de Mg2• intracelu• 

lar deberla ser ¡()1.103 veces mayor que la extrace­
lular. Sin embargo la concentración de Mg2+ libre ci­
tosólico ([Mg2+]c), alcanr,a solamente concentracio­
nes de 0,5 a LO mM comparada con la concen­
tración de Mgl• extracelular ([Mg2•tx) de 0.5-1 mM. 
Por lo anterior se sospecha que en c&lulascon un alto 
potencial transmembranal debe de existir difusión 
(mediada por un acarreador) hacia el interior de la 
célula y un transporte activo de Mg2+ hacia el exte­
rior de ta célula, que ayuden a mantener ta [Mg2+\c 
por abajo de su gradiente electroquímico.1 

Los primeros experimentos de transporte de 
Mgi+ demostraron que es difícil cambiar et conteni­
do de Mg2• de la célula. En diferentes tipos de células 
se obse1vó que el ll"IMgl+ se equilibra. muy len lamen• 
te, sugiriendo que las membranas tienen baja per­
meabilidad al Mg'l+, por lo que se pensó que no 
existian sistemas de transporte para este catión. Las 
técnicas nuevas para medir Mg:!+ han pcnnitido un 
anitlisis mils detallado de \a homeostasis del Mg2+ y 
proveen clara evidencia de la existencia de sistemas 
de transpo11e específicos p.-"lra el ion. El transpo11e de 
Mgl+ se ha demostrado en una ampli:1 variedad 
de tejidos. Trabajos con axón ele calamar, músculo de 
lapa, sinaptosomas y eritrocitos de diferentes es­
pecies indican que el principal mecanismo para 
mantener al !Mg:?•J<. por abajo de su equilibrio elec­
troquímico es la salida de Mg2• dependiente de so­
dio. El transporte en estos tejidos comparte muchas 
características, lo cual sugiere que, en lugar de mu­
chos sistemas de transporte específicos de tejido, 
existe un sistema comUn ampliamente distribuido. 
Otro mecanismo propuesto es la entrada de Mg2• a 
manera de simportador o colransportador acompa­
ftado por un Na+. Aunque no es claro si existen dos 
transportadores (un intercambiador Na• /Mg2• y un 
simportador Mg2•-Na•) o si la dirección del intercam­
biador Na,. /Mg2• se invie11e a bajas concentraciones 
de sodio externo ([Na•Jt•J. Existen también lrans­
porlador('~ el(' Mg-~+ irl{lqwndicnte:- e\(' Na~, ¡1C'ro 
todavía no existe suficiente infonnación para tener 

Departamento de Hioqulmka, Instituto Nacional de Cardiología .. Ignacio Chávcz". (INCICH.Juan Badiano No. l. Col. Sección 
XVI, 14080 México, D.F.). 
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M{ EN MlOCARD(O 

un esquema completo de estos sistemas de transpor• 
te. Un antiportador ff+ /Mg2+ y un uniportador de 
Mg2+ parecen estar involucrados en la regulación de 
los niveles de Mg2+ mitocondrial, y estos deben tam· 
bién estar presentes en otras membranas.• 

Se ha demostrado que mitocondrias aisladas pue­
den acumular y expulsar Mg2+ por procesos que son 
dependientes de la respiración y sensibles a desaco­
plantes. 5 Debido a que ni el rojo de rutenio (inhibidor 
del acarreadorelectroforético de Ca2+) ni el diltlazem 
(inhibidor del intercambiador Ca2+/Na+) afectan el 
influjo o el eflujo de Mg2+, se propone que el trans­
porte de Mg2+ por la mitocondria es diferente del 
transporte de Ca2+. El transporte de Mg2+ de la mito­
condria se inhibe por K+, ATP y ADP; por lo tanto 
este transporte en condiciones in situ debe ser muy 
lento.6 

MODUlACIÓN DE 1A ACI1VIDAD 
ENZIMATICA 

Existen alrededor de 300 enzimas descritas que son 
activadas por el Mg2+ entre las que tenemos a la 
2--oxoglutarato deshidrogenasa, hexocinasa, fosfo• 
glicerato cinasa, enolasa, piruvato cinasa, pirofosfa. 
tasa y las ATPasas entre otras. En general, el efecto 
del Mg2+ sobre la actividad enzimática muestra una 
cinética de campana, en analogía al efecto del pH 
(Figura 1). 

b 

' , 

' ' 
< 

\ 

\ 

a 

10~ m· 10" 10~ 10' 

(Mg''] (M) 

fu:;. 1: Efecto del Mg2· sobre la actividad enzimática. (Modifica­
do de [l]. 

2ti:l 

Esta cinética de campana consiste de dos curvas 
sigmoidales: (a) activación y (b) inhibición, alcan­
zando un valor de transición alrededor de 1 mM. La 
activación par Mg2+ puede provenir de su unión a 
substrato (S): el Mg2• se une al substrato reduciendo 
la carga negativa y permitiéndole el acceSo al sitio 
catalitico de la enzima. Otro mecanismo es la unión 
del Mg2+ a la enzima, estabilízando su conformación 
activa. El Mg2+ puede además unirse a ambos, subs­
trato y enzima ejerciendo a la vez los dos efectos. La 
inhibición se origina por la unión inespedfica del 
Mg2+ a la enzima (especialmente a residuos tirosilo, 
aspartilo y glutamilo) y esto ocurre generalmente a 
altas concentraciones de Mg2+. de manera similar a lo 
que ocurre en la unión del Mg2+ a la albúmina del 
suero. Por otro lado, el Mg2+ a altas concentraciones 
compite con el complejo magnesio-substrato (Mg-S) 
por el centro activo de la enzima o pueden formarse 
complejos del substrato con más de un Mg2+, los 
cuales son enzimaticamente inactivos. Para que el 
Mg2+ pueda actuar como regulador de la actividad 
enzimática, se requiere que su concentración varíe 
en el ambiente intracelular de la enzima. el cual 
pueder ser: el citosol, la mítocondria, el núcleo o 
cualquier otro compartimento intracelular. 

Se ha determinado que la concentración total de 
Mg2+ en el suero humano es de 0.89 mM. Debido a 
que parte de éste se encuentra unido a la albúmina 
y a otros componentes del suero, la concentración 
de Mg2+ libre ext.racelular es sólo de 0.5 mM. 

El contenido de Mg2+ celular es de 3.9 mmol/kg 
de peso húmedo dependiendo del tipo de célula. La 
mayor parte de este Mg2+ se localiza en los microso­
mas (derivados del reticulo endoplásmico rugoso) y 
en las mitocondrias. Los microsomas contienen una 
alta cantidad de ribosomas en !os cuales se encuen­
tran sitios de unión de alta afinidad par el Mg2+, Jo 
cual explica la alta concentración del catión en estos 
cuerpos. En mitocondriá.s de hígado alrededor del 
40% del Mg2+ se encuentra en el espacio intennem~ 
branal y el 50% en la matriz. Las membranas externa 
e interna contienen cada una sólo alrededor del 5% 
del Mg2+ mitocondrial totat. E.l alto contenido de 
Mg2+ en la matriz mitocondrial se explica par la alta 
cantidad de \'olumen existente en este compartimen• 
to, aproximadamente el 55%; tambien por el alto 
contenido deATP y fosfato inorgánico en el organelo 
y el pH relativamente alcalino. A pesar del alto con­
tenido de Mg2+ total en la mitocondria, su concentra­
ción libre en la matriz mitocondrial es muy baja, una 
concentración muy similar a la detenninada en el 
citosol. La utilización del microanálisis de rayos X en 
la microscopia electrónica ha permitido medir el 
contenido total de Mg2+ en las mitocondrias itt situ 
de varias preparaciones cardiacas y se han determi­
nado valores de 22 a 56 mM Mg2+.6 

Antiguamente se pensaba que el Mg2+ intracelu­
lar no variaba y que su concentración permanecía 
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constante por aniba de 1 mM, como lo muestran los 
datos de [Mg2+J detenninado antes de 1980 (Tabla 
r,, en donde puede observarse que, exceptuado los 
valores encontrados en eritrocitos, el rango de 
[Mg2+J¡ determinado en diferentes tipos de tejidos va 
desde 0.9 hasta 2.4 mM. Ahora se sabe que.estos 
valores son altos. La sobreestimación de las [Mg2+ J, 
se debió a la poca disponibfüdad de métodos para 
medir Mg2+ y la baja sensibilidad que mostraban los 
pocos métodos existentes en la época. La noción de 
que la (Mg2+Jc se mantenía en un valor constante, 
alrededor de 1 mM en diferentes condiciones, ha 
cambiado en los últimos años. Mediante el diseño de 
nuevas resinas para microelectrodos selectivos para 
iones (MESO, la utilización de la resonancia magné­
tica nuclear y mediante el uso de indicadores fluo­
rescentes permeables a membranas biológicas, se 
ha detenninado que la [Mg2'"lc se encuentra en el 
rango de 0.4-0.8 mM, dependiendo del tejido en 
estudio (Tabla If'-27). 

Determinación de la concentración 
intracelular de Mg2-+ libre 

Técnica del punto nulo: Las primeras mediciones 
citosólicas e intramitocondriales de Mg2-+ libre se 
realizaron de manera índirecta, mediante la utiliza­
ción de la técnica del punto nulo. Esta técnica invo­
lucra la resuspensión de células o mitocondrias des­
energizadas, en un medio que contiene un indicador 
sensible a Mg2+ impenneable a la membrana (como 
el antipirilaso IID o un electrodo sensible a Mg2+, y 
la variación de la [Mg2~] en el medio de resuspen­
sión. La concentración de Mg2-+ a la cual no ocurre 
cambio en la señal después de la adición del 
ionoforo para cationes divalentes A23187 es el 
llamado punto nulo (Figura 2). En este punto, se 
relaciona la [Mg2+]e-x con la concentración de Mg2• 
libre intramitocondrial ({Mg2+Jm) como sigue: 
[Mg2+Je/lMg2+Jm .. 10(2"'PHl_ De aquí puede ser lue­
go determinada la [Mgi+]m si se conoce el gradiente 
transmembranal de protones, ya que el transporte de 
Mg2 .. por el A23187 involucra el intercambio por 
2H+.24•28 Recientemente se demostró que elA23187 
no es capaz de equilibrar tot.a.Jmente los gradientes 
de Mg2+ en la mítocondria, 21 como se puede obser­
var en \a figura 6B,26 \o que aumenta las concentra­
ciones de Mg2 .. determinadas por esta técnica. 

Resonancia magnética nuclear. En la determina­
ción de las concentraciones de Mg2+ calculadas por 
resonancia magnética nuclear (NMR) mostradas en 
la tabla 2, se utilizó el método convencional para 
hacer el análisis. Este método consiste en aprove­
chare! despla?..amiento químico que tiene la señal del 
fosfato p del ATP en el espectro de NMR, relativa a 
la resonancia del fosfato a, cuando el Mg2+ se une al 
ATP Oa unión del Mg2+ al ATP es a los fosfatos \l y 
y pero no al a como se muestra en la (Figura 3), por 
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lo que la señal de este fo5fato no sufre desplatamien• 
to quimico). La K.:i para el complejo ATP-Mg a pH 7.0 
es de 38-78 µM;29,30 en el mllsculo cardiaco este valor 
es un orden de magnitud por abe.jo de la concentra­
ción de Mg2+ libre. En estas condiciones, el complejo 
ATP-Mg esta cerca de la saturación, por tanto el 
despla7,amiento quimico de los fosfatos p o y del ATP 
es relativamente insensible a variaciones en la 
[Mg2+Jc.6 Por lo tanto, para poder apreciar cambios 
en la concentración de Mg2-+ por este método se 
requiere de que las variaciones en la [Mg2'"1 sean 
muy grandes. Por lo anterior, las [Mg2""]c detennina­
das por este método no son del todo confiables. 

Los datos de concentración de Mg2+ más confia­
bles, obtenidos por NMR. son aquellos que se basan 
en la utilización de compuestos con una Kd por Mg2+ 
por aniba de la del ATP (generalmente son com­
puestos sintéticos como los derivados del o-aminofe­
nol triacetato (API'RA) que presentan valores de Ki 
para Mg2-+ en el rango de 0.6-3 mM y que se pueden 
intemalizar a la célula mediante sus derivados ace­
toximetil esteres), lo cual permite que el sistema no 
se sature con Mg2~ y los cambios en la concentración 
intracelular de este sean aparentes.31 Clarke et al32 

desarrollaron recientemente una nueva forma de 
determinar la {Mg2-+Jc a partir del espectro de 31P­
NMR del ATP, la cual consiste en utilizar el cambio 
en la altura de las señales de los fosfatos Po y cuando 
el A TP une Mg2+ y relacionándola con la altura de la 
señal del fosfato a, la cual no cambia con la unión del 
Mg2+ (Figura 4). El incremento en la altura de. estas 
señales de resonancia al adicionar Mg2• es hasta de 
2.5 veces, lo cual provee de una mayor sensibilidad 
del espectro de 31?-NMR del ATP a cambios en la 
[Mg2 ... lc y, por lo tanto, una mayor exactitud y confia­
bilidad en los cálculos de [Mg2-+J que de ellos se 
derive. 

Utilización de indicadores fluorescentes: Los indi­
cadores fluorescentes han evolucionado a pasos agi­
gantados desde el Quin-2 que fue el primer indicador 
fluorescente diseñado para medir Cal+ :13 y la intro­
ducción de las fonnas de acetoximetil esteres de los 
indicadores,34 pasando por el diseño del Indo-1 y el 
fura-2 con mayor sensibilidad a camb¡os en la 
[ Ca2•], 35 la utilización de los indicadores con longi­
tudes de onda de excitación en el rango visible como 
el Fluo-3 o el Rhod-l,l6 hasta el diseño de los indica• 
dores fluorescentes para medir Mg2+ como son el Fu­
raptra,27 el Mag-lndo-1,:17 Magnesium-Green3í (Fi­
gura 5) y los derivados de dextran de los indicado­
res.37 En la (Tabla Jll), se muestran los valores de Ki 
del complejo Indicador-Mg detenninados en diferen­
tes tejidos a diferentes valores de pH y 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 o en la matriz mitocondrial los grupos 
ésteres son hidrolizados por eslerasas inespecifi-
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Tabla I 
Concentraciones de Mg2+ libre ([Mg2+]) 

(determinadas hasta 1980) 

Tipo de Célula Especie [Mg2+] mM Observaciones Método Referencia 
- ----- ----- ··-----

eritrocitos humanos 0.25 aeróbico :nPNMR 

0.45 aeróbico intercambio de cationes 

0.67 anaeróbico 31 P NMR 

0.57 anaeróbico intercambio 

0.5 glicólisis 

0.4 A23187 

cerebro rata Sitio de Unión de Mg2• 

1.5 Aconitato Hidratasa 

riñón rata 2.2 Sitio de Unión de M/+ 

LO actividad" electrodo 

hígado rata 1.5 Sitio de Unión a Mg2+ 

Aconitato Hidratasa 

0.9 actividad" electrodo 

1.6 enzimático 

mitocondrias de higado rata 1.6 enzimático 

músculo rata actividad* Electrodo 

2.8 enzimático 

rana 0.6 31 P NRM 

4.4 31 PNRM 

células tumorales ratón 0.44 3lp NRM 

1.6 enzimático 

0.8 actividad* electrodo 

•\·alares expresados t:omo actividad (al, debido al desconocimiento del coeficiente de actividad Ir] en el fluido intracelular. 

a .. y.c; donde y..coe!iciente de actividad, ca.eonccntración, y?:. 0.5. 

a 

b 

a 

b 

e 

d 

e 

e 

e 

e 

e 

e 

e 

e 

g 

h 

e 

;¿i¡:, 

a. Gupta. R. K, B~novic,J. L, Rose, Z. B. (1978) JB.C., 254,6172-6176; b. Achilles, W., Klinger, R., Scheidt. B., Fn.mder, H. (1978) Acta biol. 
med. genn. 37, 1167-1166; c. Günlher. T. (1967) Z. Naturlorsch. 22b, 149-154; d. F1atman, P .. Lew, V .. L (1977) Nature, 267, 360-362; e. 
Veloso, D., Guynn, R W., Oskarsson, M .. Veech, R. L (1973) J.B.C. 248, 4811--4819; f. Günther. T.. Dom. F. (1971) Z. Naturforoch. 2Gb. 

176-177; g. Gupta, R. K., Moore, R. D. (1!180) J.B.C. 255, 3987-3993; h. Cohen, S.M., Burt. C. T. (1977) Prnc Nat. Arad. Sci. 74, ~271--4275; 

i. Gupta, R K.. Yushok, W. D. (1980) Proc. Nat. Acad. Sci. 77, 2487-2491 

Modificada de Günter 1981. 
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MÍ' (mM) Tejido 

Tabla 11 
Valores de [Mg2+J en diferentes tejidos 
( determinados de 1988 hasta 1997) 

Método Rt-ft'rencia 
-------------------------- -~--~-----

0.5 

0.6 

0.7 

0.4 

0.85 

1.2 

0.85 

0.5 

0.48 

0.2 

corazón de rata 

corazón de rata 

corazón de rata 

corazón de hurón 

músculo esquelético de rana 

corazón de hurón 

corazón de rata 

células de corazón de pollo en cultivo 

mitocondrias de corazón de res 

Eritrocitos humanos (oxigenados) 

0.6 Eritrocitos humanos (desoxigenados) 

0.82 

0.31 

1.1 

0.36 

0.63 

0.5 

0.67 

0.51 

0.42 

0.8-1 

0.54 

0.59 

células adnares de páncreas de rata 

células de músculo liso vascular 

hepatocitos de rata en cultivo 

acino de mucosa sublingual de rata 

cardiomiodtos aislados de rata 

mitocondrias de corazón de res 

cora7.Ón de res 

células de ascitis de Ehrlich 

mitocondrias de corazón de rata 

Células de ascitis AS--30D 

mitocondrias de corazón de rata 

hepatocitos de rata 

ARCH INST CARDIOL MÉX 

31P-NMR 

MES! (ETfl) 

MES! (t'TH 5214) 

19F NMR (fluorocitrate) 

19F NMR (F APTRA) 

Fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaplra) 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra} 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra) 

fluorescencia (Furaptra y 
Mag-lndo-1) 

Mag-lndo-1 

fluorescencia (Furaptra) 

íuraptra 

Borchgre1:ink et al (1989)' 

Kirkels et al (1989) 11 

Headrick & Willis (1989) 9 

Blatter& '.\kGuigan (1988)!1) 

Blauer et al (1990) 11 

¡-> 
Kirschenlohr et al (1988} -

Murphy et al (1989) 13 

Murphy et al (1989) 14 

Jungef al (1990) 5 

Laughlin and Thompson (1996) 15 

Singh y \r¡,-dom (1995) 16 

Okada et al (1992) 17 

Hannan et al (1990) 18 

Zhang y Mt>lvin (1994) 19 

21) Li y Quamme (1994) 

Jung et al (1996) 21 

Jung et al (1997/!"l 

Wolf et al (1996) 23 

Rutter et al (1990) 2
~ 

Rodriguez-Enriquez et al {1997) 25 

Rodriguez-Zavala and 
Moreno-Sánchez (1997) 211 

Raju et al (1989) 27 
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ht>¡iatocitos 

Mi- 12µM 

" D1g,tlnmaJ 

Mg' (mM) 1/ _ Mg' 

02 -_¡ 
e 05 -

... ~.OR-- f' 
~;;,_ "-1 
~~ 

lmin 

milt){"Olldrias 

Mi. 12µM 

A21187 ir 

(mM)l/ 
0.2 -.,__r 
0.5 -

10 ---f 

fo;_ 2: Técnica de! punto nulo para la determinación de la {Mg2'1.­

Y [Mg2·Jm. (Modificado de [281). 

F1(;. 3: Estabíliz.adón de un .1tomo de Mg"· por el ATI'. (en 

negrillas se muestran los átomos que participan en la estabilit.a­

ción) (Modificado de [32)) 

Pi l'Cr 

\lg0.5mM 

Mi" 0.25mM 

F1G. 4· Espectros de resonancia magnetka 1mdear del ATP a 

diferentes concentraciones de Mg2· G6P, glucosa 6 fosfato; Pi, 

fosfato; Pcr, creatina fosfato: yPi, fosfato y del ATP; aPi, fosfato a 

del ATP: ~Pi, fosfato~ d{'] ATI' (Modificado de !321) 

co, 
cp, ¡' 

" 

APTRA 

"' (() 

b 
o 
' 7 

CH,-c-o.,._. _ ,o'.._,,,_ /O'C CH 

fer ' -''--0- ·c1 

í~-
'-~:;-~ 

e-o 
NH 

""' ~o,V 
)R ~"'~ 
o ' 

""º 

" 1' o 
o 

' 

" 

" ,, 
" ,, u 

,:R lR 

OH 

\ _, ~. 
¿, 
o 

o 

e 

o 
(i,,' 

Fic. 5: Estructura química de algunos indirndores fluorescentes 

selectivos para Mg2·. 

R - -OK': a). mag-íura-2, b). Magnesium Green y e). mag-indo-1. 

R - -OCH2OCCH3: a). mag-fura-2/ A.\I. b). r>lagnesium Green/ A.\1 
" o 

v c.)_ mag-indo.-l/M1 

cas. generando la forma cargada <lel indicador. per~ 
mitiendo que este quede atrapado en el compa1ti­
miento, listo para fluorescer al unir al ion. Una vez 
intema1izado, es necesario evaluar la concentración 
interna de indicador (el cual debe de estar por abajo 
de 200--300 µM), para evitar interferencias del indica­
dor con la homeostasis nom1al del catión; otro ele los 
posibles inconvenientes de la acumulación excesiva 
de indicador es que al hidrolizarse los residuos. este­
res de los indicadores, se generan los ácidos acético 
y fórmico, los cuales pueden alterar de manera im­
portante el pH interno. Esta técnica permite además 
la medición citosólica e intramitocondrial de iones 
sin con1prometer la integridad de \a membrana, en 
células y mitocondrias intactas y totalmente acopla­
das. 

El indicador de Mg2+ más utilizado es el :\-lag­
Fura-2 o Furaptra. En la Fi"gura 6 se muestran los 
espectros de excitación del indicador en s.olu..::ión 
acuosa y en la matriz de mitocondrias de cor.'lzón 
de rata, a diferentes concentraciones de Mg:?-_ La 
utilización de este indicador para medir la [t·tg:?+], 
involucra su internalización en la célula o la mito­
condriil y la correcta calibración de la señal tluo­
rescente. Inicialmente para medir Mg2+ con este 
indicador se utilizaba el método del "cocienteK,35 
el cual involucra la utilización de dos longitudes de 

\"01.G.S ~1AYO-JUNIO. 1998 
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Tabla lll 
Valores de Kd para Mg2+ de algunos indicadores en diferentes condiciones 

Indicador 

mag-íura·2 

mag-indo.l 

mag-furn·5 

magnesium•green 

niagnesium-orange 

mag-fura•red 

mag-fura-2 

mag•fura·2 

mag•fura·2 

mag•fura-2 

mag-fura-2 

mag-fura-2 

mag.fura-2 

mag.fura•2 

mag-fura-2 

mag-fura·2 

mag-fura-2 

mag-fura-2 

mag-fura-2 

mag-indo-1 

mag-indo-1 

magnesium-green 

mag-jgdo-J 

0.l 

o 

Kd H 
1.9 5.5-i.4 

2.7 5.~7 --1 

23 5.5,7 4 

LO 
3.9 

25 

15 

15 8.5 

LO 
1.5 7.4 

1.45 7.4 

21 7.3 

21 i.3 

I.45 7.4 

2.3 73 

J.52 7.2 

15 7.05 
15 1.4 

2.25 7.05 

3.7 7.3 

2.7 7.2 

0.9 7.4 

2.91 í.4 

Em493 nm 

Mg'·(mM) 

T.---,---,~- -

ToC 
22.27 

22.25 

22.25 

22 
22 

37 

37 

23 
23 
25 

25 

37 

30 

30 

37 

20-25 

37 

30 

37 

10-22 

30? 

300 350 400 450 
460 280 

Excitación (nm) 

Te.ido Referencia 

sln. acuosa 37 

sin. acuosa 37 

sin. acuosa 37 

sin. acuosa 37 

sin. acuosa 37 

sin. acuosa 37 

corazón de pollo 16 

células de músculo liso vascular 19 

hepatocitos de rata 20 

acino de mucosa sublingual de rata 21 

cardiomiocitos aislados de rata 22 

mitocondrias de corazón de res 23 

corazón de res 23, 

células de ascitis de Ehrlich 24 

mitocondrias de corazón de rata 26 

mitocondrias de corazón de rata 28 
solución acuosa 27 
neuronas en cultivo 38 
acinos pancreáticos 39 

mitocondrias de corazón de rata 26 

miocitos aislados de rata 40 

cardiomiocitos de rata 41 

células de ascitis AS-30D 27 

B 

Em493 nm 

Mg (mM) 

300 
280 

350 
;)'·1~ 

400 450 

Excitación (nm) 
460 

F1G. 6: Espectros de excitación de! indicador mag-fura•2 a diferentes concentraciones de Mg2· en solución aC1Josa {A) o en la matriz de 

mitocortdrias de cora7.ón de rata en presencia de A23187 (B) 

ARCH INSTCARDIOL MÉX 
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onda de excitación (340 y 375 nm) runa de emisión 
(485) en el caso particular de este indicador. Para la 
determinación de la [Mg2+] por este método se 
requiere de la obtención de una Rmin (fluorescen­
cia del indicador en ausencia total de Mg2+), una 
Rmv (fluorescencia del indicador en condiciones 
de concentración saturan te de Mg2+), Sr y Sb que 
son las intensidades de fluorescencia a 375 nm 
para furaptra a cero Mg2+ y concentración saturan­
te de Mg2

+ respectivamente. La Rmin y Sr son gene­
radas por la adición de 4-BrA23187 y suficiente 
EDTA/TRIS, pH 8 para quelar todo el Mg2+ pre­
sente, mientras que la Rmax y Sb se obtienen por la 
adición de MgCb 50 mM. La concentración de Mg2

+ 

se obtiene de la señal R utilizando la siguiente ecua­
ción:31 

(
R~Rmm Sr] 

[Mg''] "K,,,,¡-· ~' S 
max b 

En esta ecuación la constante de disociación del 
complejo indicador-Mg (KdMi') en la matriz mito­
condrial debe calcularse para cada condición experi­
mental. 

Jung et al.21 observaron que el A23187 no es un 
buen ionóforo para Mg2+ y que el espectro de 
excitación del Mag-Fura-2 en la región de 335-345 
responde anómalamente al incrementar la concen­
tracíón de Mg2+; estas observaciones fueron tam­
bién corroboradas en este laboratorio como se 
muestra en la figura 6. En la figura 6A se puede 
observar que el indicador en solución acuosa, !le­
ga a la saturación cuando la [Mg~•] es 10.5 mM 
mientras que el indicador intramitocondrial re­
quiere mas de 50 mM de f Mg~+ l('x para a\canzar la 
saturación (Figura 6B), lo cual demuestra que el 
ionóforo no es capaz de equilibrar por completo los 
gradientes de Mg2 ... En esta figura se puede obser­
var además la atenuación de la señal fluorescente 
descrita por Jung et a\.,21 la cual es mas aparente 
en la región de 335-345. Los cambios de fluores­
cencia en la región de 375-385 se recuperan al 
agregar tritón X-100 0.005% (v /v) para permitir el 
completo equilibrio de los gradientes de Mg2• pero 
en la región de 335-345 la atenuación persisle (da­
tos no mostrados), por lo que se sospecha que este 
efeclo es debido a la unión de proteinas al comple­
jo mag.fura-2-Mg. 42 Estos resultados llevaron a 
Jung et al. 21 a proponer modificaciones en el pro­
tocolo de calibración: para la adquisición de la 
señal se debe utilizar la longitud de onda de exita­
ción de 375 nm (esta región del espectro no es 
alterada por la unión a proteínas), colectando la 
emisión a 485 nm. Para la calibración de la sena! 
se debe de utilizar 4-BrA23187 (nosotros recomen­
damos sustituir el ionóforo con Tritón X-100 a una 
concentración final en la cuveta de 0.005%). para 

2íi!J 

permeabilizar a las mitocondrias sin cambiar vi am• 
biente intramitocondrial del indicador, evilando li­
sarlas totalmente, lo cual ocasiona cambios artefac­
tuosos en la señal fluorescente debidos a 
alteraciones de turbidez, fuerza iónica y viscosidad. 
Se requiere además de la determinación de la Frnin 

(fluorescencia del indicador en ausencia total de 
Mg2+) y Fmax (fluorescencia del indicador a con­
centración saturante de Mg2+) como se mencionó 
arriba. La concentración de Mg2+ se determina 
luego mediante la utilización de la siguiente ecua­
ción:21 

La KoMg utilizada en esta ecuación para el comple­
jo Mag-Fura-2-Mg, puede ser aquella determinada 
en solución acuosa, ya que el comportamiento del 
indicador es similar al observado en la célula o mito­
condria cuando se usa el espectro de excitación en 
la región de 360-380 nm, reflejando la respuesta del 
indicador libre a cambios en la concentración de 
Mg2+_ 

VARIACIÓN FISIOLÓGICA DE 1A [Mg2•J 

Diversos estudios realizados a partir de 1989 utilizan­
do NMR o indicadores fluorescentes han demos­
trado que ocurren variaciones en la concentración 
de Mg2+ en respuesta a diferentes hormonas y 
agonistas. Por ejemplo, la norepinefrina induce 
una liberación neta del Mg2+ celular,n mientras 
que la vasopresina induce la acumulación de Mg2+ 

en hepatocitos aislados. 44 El flujo de Mg2 + promue­
ve respectivamente una pérdida o una ganancia 
del 10% del cation, además este cambio en la con­
centración de Mg2

+ es rápidamente reversible. 
Para que estos efectos sean evidentes se requiere 
de la presencia de concentraciones fisiológicas de 
NaCl y Ca2• extracelulares, lo cual indica la depen­
dencia de los flujos de Mg2+ por estos cationes. La 
adición de tapsigargina inhibe completamente la 
entrada de Mg2+ pero no su salida, sugiriendo que la 
movilización del catión es hacia el retículo endoplás­
mico en intercambio por el Ca2+ libüado. De manera 
similar, en este tipo de células se ha detenninado un 
incremento en la [Mg2+J.... del 50% con un t112 < 20 s, 
después de la estimulación con el agonista muscari­
nico carbacol; la magnitud y duración de estos cam­
bios no se alteró en un medio carente de Mg2+, 
indicando que el incremento en la [Mg2+]c- se debe a 
la liberación de Mg2

+ de un almacén intracelular. 
Forskolina, el cual incrementa el contenido de AMP e 
intracelular al estimular a la adenilato ciclasa, tam­
bién promueve un incremento del 10%en la [Mg2• l.-, 
después de su adición en acinos de mucosa sublin­
gual de rata. 45 En este último lrabajo se demuestra 
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que el incremento en la concentración de Mg2• di1i­
gido por estos agonistas es mediante el incremento 
en la concentración de Ca2+ intracelular. 

En células pancreáticas acinares aisladas, la adi­
ción de acetilcolina o colecitocinina-oct.apéptido pro­
mueve una significante disminución en la IMg2•Jc, la 
cual se acompaña de la disminución en la entrada de 
45Ca2• y el incremento de la [ Ca2+ le libre, promovien­
do un incremento en la secreción de amilasa. En 
est.ascélulas, el Mg2• se libera de manera dependien­
te del tiempo y esta liberación es sensible a sodio, 
amilorida extracelular (1 mM), dinitrofenol (10 mM) 
y lidocaina (1 mM). 16 Las adiciones de Arginina-va­
sopresina y endotelina-1 inducen un incremento en 
la [Mg2+Jc en células musculares aisladas, en tanto 
que la estimulación de la producción de GMPc o 
AMPc no alteraron la [Mg2+] e- El mecanismo de esta 
movilización de Mg2• es probablemente a través de 
un incremento de la [Ca2+}c y además es indepen­
diente de la (Mg2+] externo.17 

la depleción de los almacenes de Ca2+ sensibles 
a IP3, inducido por agonistas a-adrenérgicos, pro­
mueve una disminución de la {Mg2+]c. La utilización 
de 8-(Diethylamino)octyl 3,4,5-trimetoxybenzoato, 
un inhibidor de la via de liberación de Ca2+ sensible 
a IP3, bloquea completamente la disminución de la 
[Mg2+Jc inducida por carbacol, mientras que tapsi­
gargina, un inhibidorde la Ca2+-ATPasa, el cual vacía 
los almacenes de Ca2 ' sensibles a IPJ, estimula la 
disminución en la [Mg2+]c, lo cual hace pensar que 
esta disminución se debe a la movilización del Mg2+ 
hacia los almacenes intracelulares de Ca2• sensibles 
a IP3, cuando estos se depletan. 19 

El AlP extracelular estimula la liberación del 40% 
del Mg2+ celular en células de ascitis y se propone 
que esta liberación de Mg2+ la promueve el A1v1P, 
sinteti7.ado por la adenilato ciclasa, la cual es activada 
a su vez por los productos de la ciclooxigenasa. 23 En 
células de ascitis la adición de análogos de AMPc y 
de bajas concentraciones de prost.aglandinas (PGEI 
y PGE2, las cuales incrementan la síntesis de AMPc) 
promueven una salida significativa de Mg2+. A este 
respecto, se ha propuesto que el AMPc promueve la 
liberación de Mg2+ a través de la estimulación directa 
del antiportador Na•/Mg2+ de la membrana plasriá­
tica en células tumorales, en lugar de promover la 
liberación de Mg2• de la mitocondria como se ha 
reportado para otros tipos de células.46 

Existe un reporte indicando que la adición de 
AMPc también induce una liberación neta del 20 al 
25% del Mg2+ total en células y mitocondrias de 
hígado de rata, en ausencia de [Mg2•Jex;47 sin embar­
go esto no fue confirmado cuando se adiciona Mg2• 

en el medio de incubación, lo cual sugiere que la 
salida de Mg2+ observada pudo deberse a la pérdida 
de viabilidad de las células y mitocondrias en estas 
condiciones.48 En mitocondrias aisladas de corazón, 
la transición del estado basal (estado 4) al estado 
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activo (estado 3) de la respiración lk-va a una ¡wque­
ña pero significativa elevación en la ftfg~·Jm de 
0.48mM a 0.6-0.7 mM. Este incremento en la concen­
tración de Mg2• libre en la matriz mitocondrial 
(!Mg2•Jm) persiste duranlt' la slntesis de ATP hasta 
que el ADP adicionado se agota y entonces la (Mg2+ l 111 

regresa a su nivel basal: la variación en la [Mg2•Jm se 
inhibe con oligomicina.5 un inhibidor de la ATP 
sintetasa mitocondrial. Una elevación en la (Mg2+Jm 
de 44 µM a 1.69 mM también induce una estimula­
ción en la velocidad de sintesis de citrulina en mito· 
condrias de higado de rata. ~:i Se ha observado tam­
bién la modulación de la glutaminasa mitocondrial 
por 0-2 rnM de Mg2'.5º 

Todos estos reportes que describen un movimien­
to activo de Mg2• en células y mitocondrias de dife· 
rentes tejidos y en respuesta a diferentes agonistas, 
sugieren que el Mg2+ puede jugar un papel de segun­
do mensajero en la célula. Sin embargo, muchos de 
estos reportes deben todavía ser confirmados, por lo 
que queda todavía mucho por estudiar acerca de las 
variaciones fisiológicas de la concentración de Mg2• 

y sus efectos fisiológicos. La variación en la {Mg2+]c 
y la [Mg2+Jm podría modular la actividad de varias 
enzimas regulatotias de la glicolisis (hexocinasa, 
PFK-1, PFK-2, gliceraldehido-3-fosfato deshidroge­
nasa, piruvato cinasa), glucogenesis (fosforilasa ci­
nasa), gluconeogenesis (fosfoeneol piruvato carbo­
xicinasa), síntesis de ácidos grasos (citralo liasa), 
degradación de ácidos grasos (acil-CoA sintetasa), 
ciclo de Krebs y fosforilación oxidativa (2-oxogluta­
rato deshidrogenasa yATP sintetasa), síntesis de urea 
(posiblemente a nivel de la carbamil fosfato sintetasa y 
la N-acetil glutamato sintetasa) y la sintesis de purinas 
y pirimidinas (aspartato transcarbamilasa). 

IMPLICACIONES CLÍNICAS DE 1A 
HOMEOSTASIS CELUIAR DEL Mgl• 

Numerosas enfermedades cardiovasculares, tales 
como el infarto al miocardio. y la fibrilacion ventricu­
lar están asociadas con la hipamagnesemia.6 La hi­
pomagnesemia causa una marcada disminución en 
el contenido total de Mg1• en los huesos y en el 
músculo esquelético. En contraste, la hipomagnese­
mia no parece tener un gran efecto en el contenido 
total de Mg2• del corazón. Debido a que la mayor 
parte del Mg2• celular se encuentra principalmente 
unido o secuestrado, podrian ocurrir cambios impor­
tantes en el Mg2+ libre. sin que ocurran cambios 
significativos en el Mg2· total_t; 

Se ha encontrado hipomagnesemia y una proba­
ble deficiencia de Mg2+ en un 7-10% de los pacientes 
hospitalizados, pero estos raramente suelen estar 
acopañados de síntomas clínicos relevantes. La cau­
sa de la hipomagnesemia en cardiología está fre­
cuentemente asociada a prolongadas terapias diuré­
ticas y aldosteroismo secunctario.5 '-52 Los "1'orsades 
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de pointes", así denominados por Dessertenne en 
1966, represenlan una clase de laquicardia ventricu· 
lar polimorfa y no sostenida, identificada por el as­
pecto morfológico ondulatorio de la línea isoeléctri· 
ca. Hoy en día se utiliza la inyección intravenosa 
de una sal de Mg2

+ en el tratamiento de torsades de 
pointes.53 Se utilizan las sales de sulfato o cloruro 
de Mg2

+. Se administra m1 bolo de 2 gr en inyección 
intravenosa lenta constante a una perfusión continua 
de 3 a 20 mg/min. El efecto es generalmente es­
pectacular, se detieaen los torsades de pointes o 
se reduce la duración y la frecuencia de sus rein· 
cidencias. Esta adición se acompafia habitualmen­
te de potasio. La rapidez del efecto indica que se 
trata de un mecanismo farmacodinámico extrace­
lular directo, en lugar de un mecanismo metabólico 
intracelular. El acompañamiento de una adición de 
carbonato de potasio intravenoso es una acción com­
plementaria favorable. 

En estudios con animales, se ha demostrado que 
el magnesio tiene propiedades cardioprotectivas y 
de inhibidor de la agregación plaqueta.ria. La Unica 
indicación verificada para el Mg2+ intravenoso es el 
tratamiento inicial de "torsade de pointes" y, en 
pacientes selectos, la taquicardia ventricular mo­
nornórfica. 51.52 El Mg2+ puede suprimir las taquia­
rritmias inducidas por digital is y convertir la taqui­
cardia supraventricular ponoxística y la 
ta{luicardia ventricular monomórfica en ritmo si­
nusal. Además, la administración de Mg2

+ detiene 
la fibrilación ventricular pero et efecto es transito· 
rio. 54·55 No obstante lo anterior, el papel del Mg2~ 

en el tratamiento del infarto agudo del miocardio 
y de las arritmias ventriculares en la insuficiencia 
cardiaca52 no es muy claro. 
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b). FOSFORILACION OXIDATIVA. 

La fosforilación oxidativa es el proceso mediante el cual se sintetiza ATP, 

impulsado por la energía libre liberada durante la respiración mitocondrial y en el que 

participan enzimas localizadas en la membrana interna y en la matriz mitocondrial. La 

fosforilación oxidativa está formada por dos componentes acoplados por el gradiente 

electroquímico de protones {LlµH•): un sistema oxidativo y un sistema fosforilante. El 

sistema oxidativo está constituido por los transportadores de sustratos, las enzimas del 

ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. El sistema fosforilante está formado por el 

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

PARTICIPACIÓN 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, las mitocondrias ocupan hasta un 40% del volumen total, 

mientras que en las fibras esqueléticas tipo 1, las mitocondrias sólo representan el 1-2% 

del volumen total celular. Además, el número 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 fosforilación 

oxidativa. 

El suministro de ATP en los dos órganos más especializados de los mamíferos: 

el corazón y el cerebro, esta proporcionado exclusivamente por la fosforilación 

Resumen del trabajo publicado en Mensaje Bioqulmico XXI: 45-109 (1997). 

13 



oxidativa. En éstos, los substratos principales son los ácidos grasos y la glucosa 

respectivamente. La glicólisis no tiene la capacidad para proveer el ATP requerido para 

mantener la elevada actividad celular de estos órganos. Liu y cols [1] determinaron 

recientemente que la glicólisis contribuye con el 6.7% del ATP utilizado en la función 

contráctil del corazon de una rata normal y con el 8.9% en el corazon sometido a un 

período de isquemia (30 min) y reperfusión. Los corazones postisquémicos sólo 

recuperan en un 26% el desarrollo de presión sistólica, mientras que la producción de 

ATP alcanza hasta un 72% de su valor original (100%, preisquemia). Como la glicólisis 

no se afectó por la isquemia, entonces parece existir un desacoplamiento entre el 

trabajo cardiaco y la fosforilación oxidativa. Aún así, la fosforilación oxidativa continúa 

proveyendo el ATP requerido en el trabajo cardiaco de corazones que han 

experimentado episodios semejantes al de un infarto [1]. 

Otros órganos como el hígado, riñón y páncreas también dependen 

predominantemente de la fosforilación oxidativa, aunque en estos casos la glicólisis ya 

tiene una participación significativa en el aporte de A TP. Estas observaciones sobre la 

contribución de la fosforilación oxidativa se han realizado en un grupo reducido de 

especies, principalmente rata y perro. Por tanto, no es recomendable generalizar la 

conclusión de que la fosforilación oxidativa es la única fuente de ATP en corazón y 

cerebro, hasta que se determine en otros órganos y en otras especies. 

A pesar de que no se ha considerado al páncreas como un órgano 

completamente dependiente de la fosforilación oxidativa, Ashcroft y cols [2] han 

encontrado que cuando se inhibe la cadena respiratoria (y la fosforilación oxidativa) con 

rotenona, se induce una activación de los canales de K' sensibles a ATP presentes en 

las células p; el aumento en la actividad de los canales de K' -ATP, provocado por la 
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disminución del ATP, resulta en una hiperpolarización de la membrana plasmática, Jo 

cual a su vez mantiene cerrados, por más tiempo, a los canales de Ca2
• dependientes 

de voltaje, tiene como consecuencia un bloqueo de la secreción de insulina [2,3]. Por 

tanto, la glicólisis no parece tener un aporte significativo al suministro de ATP en las 

células 11 del páncreas, pues no puede mantener un nivel alto de ATP que promueva la 

secreción de insulina. 

MODULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA A TPsintetasa / A TPasa 

Se ha establecido un modelo general de la estructura de la ATP sintetasa a partir 

de estudios principalmente de las enzimas de E. coli, de cloroplastos de espinaca y de 

las mitocondrias de corazón de bovino. Esta enzima es una de las más complejas 

encontradas en los seres vivos, pues está constituida por al menos 8 (o 13 en 

mitocondrias de mamífero) subunidades diferentes, organizadas en una porción 

hidrosoluble (donde encontramos a las subunidades a, ¡l, y, ó, e, Fa y la OSCP, que es 

la subunidad que confiere la sensibilidad a la oligomicina) y otra hidrofóbica (que 

comprende a las subunidades a, by c}, inmersa en la bicapa fosfolipidica [4,5]. 

Un aspecto fundamental de la modulación cinética de la ATP sintetasa es la 

localización física de los sitios de unión a adenín-nucleótidos (ADP y ATP}, a Mg2
•, Pi y 

IF1 (péptido inhibidor}. En la ATPsintetasa de cloroplastos se han determinado 6 sitios 

de unión a nucléotidos; dos de ellos de alta afinidad (K,, =1-5 µM), otro con un ADP no 

intercambiable y los 3 sitios restantes de baja afinidad (Ko = 15-20 µM}. Al parecer, los 

3 sitios de baja afinidad son los sitios catalíticos [6]. La ATPsintetasa de mitocondrias 

también tiene 3 sitios de alta afinidad para nucleótidos (Ko = 18 nM} y 3 de baja afinidad 
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(l<o = 1 µM) [7]. El sitio al cual el ADP no intercambiable se encuentra unido, aunque 

catalítico, tiene una función reguladora [8]. 

También existen 6 sitios de unión a cationes divalentes en la enzima (9], de los 

cuales sólo uno mantiene al Mg2
• fuertemente unido en un medio con EDTA (quelante 

potente de Mg2
') y sulfato de amonio por más de 50 horas [10]. Este sitio es 

responsable de la inactivación de la enzima por Mg2
• libre, lo cual se acompaña de la 

disociación de la F, [11]; la disociación involucra a las subunidades a y parte de la y 

(12]. La inactivación de la enzima por Mg2
' es lenta y requiere del ADP unido con alta 

afinidad; así, es posible que la especie que inactiva a la enzima sea el Mg-ADP. La 

inhibición por Mg2
• no se previene con A TP, GTP o ITP, ni tampoco con agentes 

tiorreductores, mientras que la reasociación de la F1 a la F0 si protege [12]. En resumen 

la F1 contiene 3 sitios de alta afinidad para el Mg2
• que promueven la catálisis y otros 3 

sitios de baja afinidad que tienen una función reguladora (12]. 

Además, la concentración de Mg2
• modula la actividad de la enzima mediante su 

unión al ATP o al ADP. Así, a altas concentraciones de Mg2
• la relación 

hidrólisis/recambio (síntesis) disminuye (13], lo cual significa que el aumento en el Mg2
• 

favorece la síntesis y la disminución en el Mg2
• favorece la hidrólisis. Estas 

observaciones son consistentes con la idea de que el Mg-ATP es el verdadero 

substrato para la hidrólisis y que el Mg2
' libre en exceso es, por tanto, un inhibidor de la 

actividad hidrolítica. Para la síntesis de ATP, se observa una activación con Pi y Mg2
', 

a partir del ADP fuertemente unido. En este caso, el Mg-ADP, el Mg-GDP o el Mg-UDP 

son los verdaderos substratos, mientras que la afinidad de la enzima por el Pi es 

independiente de la concentración del Mg2
'. 
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CONTROL DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA POR Mg2
•. 

Ya que el verdadero substrato de la ATP sintetasa es el Mg-ADP [14], debe 

esperarse que una elevación en el Mg2' intramitocondrial promueva el incremento de la 

concentración del Mg-ADP disponible y, por lo tanto, se incremente la actividad de la 

ATP sintetasa. Otro posible nivel de regulación de la fosforilación oxidativa por Mg2
' es 

el translocador de adenin-nucleótidos. Este transportador sólo puede acarrear a las 

especies libres de ATP y ADP, pero como estos dos compuestos tienen gran afinidad 

por el Mg'+, al incrementarse la [Mg2']c, 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 limitación de uno de los 

substratos de la reacción. Por lo tanto, es dificil predecir el efecto final de la variación 

en el Mg2
' sobre la velocidad de síntesis de ATP. Esto tiene que ser determinado 

experimentalmente. 

CONTROL DE LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA POR Ca'' 

Se ha argumentado que la elevación en la [Ca2']c es la señal utilizada por las 

células para incrementar el flujo de la fosforilación a través de la activación de las 

deshidrogenasas de la matriz mitocondrial sensibles a Ca2
' (la piruvato 

deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y la 2-oxoglutarato deshidrogenasa). Las 

hormonas como la vasopresina, la angiotensina y los agonistas n-adrenérgicos 

incrementan, además de la actividad celular. la concentración citosólica (ya sea por 

salida del retículo sarcoplásmico o por entrada extracelular) y mitocondrial de Ca2
' 

[15,16-19]. 
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2. HIPOTESIS 

Puesto que se ha demostrado un aumento del Mg2
• intracelular en respuesta a 

estímulos con diferentes hormonas o agonistas, se puede esperar que el Mg2
• module 

la fosforilación oxidativa a través de los siguientes mecanismos: a) directamente, por un 

aumento en la concentración del sustrato disponible para la ATP sintetasa (Mg-ADP); b) 

indirectamente a través del translocador de adenin-nucleótidos, mediante la disminución 

del ATP libre requerido para el intercambio con ADP externo (necesario para la 

reacción de síntesis de A TP); c) también podría actuar indirectamente modulando la 

actividad de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs que son dependientes de Ca2
• tales 

'. 
como la piruvato deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y la 2--oxoglutarato 

deshidrogenasa (ejerciendo un efecto antagónico sobre la activación por calcio como se 

ha reportado para otros procesos metabólicos) o mediante su interacción con las 

enzimas, ya que se ha reportado que tanto la piruvato deshidrogenasa como la 2-

oxoglutarato deshidrogenasa son dependientes de Mg2
'. 

3. OBJETIVOS 

Objetivo General. 

Determinar los mecanismos de control de la fosforilación oxidativa y la 2-0GDH 

por Mg2
•, y otros efectores. 

Objetivos Particulares. 

1.- Evaluar el efecto del Mg2
' libre y el Pi sobre la velocidad de fosforilación oxidativa al 

utilizar 2--oxoglutarato y succinato (en presencia de rotenona) como sustratos. 
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Algunos de estos objetivos cambiaron a raíz de los datos obtenidos en nuestro primer 

trabajo, en donde se demostró la estimulación de la 2-0GDH por Mg2
• y Pi, y se 

generaron los objetivos siguientes: 

2.- Determinar el efecto del Mg2• y el Pi sobre la 2-0GDH aislada y en extractos de 

mitocondrias de corazón de rata. 

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

4.- Medir el efecto del Mg2• y el Pi sobre la activación por ca2
• de la 2-0GDH aislada y 

en el extracto mitocondrial. 

5.- Reevaluar el efecto del ADP y ATP sobre la 2-0GDH aislada y el extracto 

mitocondrial, en presencia y en ausencia de Mg2
• y Pi. 

6.- Describir condiciones experimentales en las cuales la modulación de la 2-0GDH por 

Mg2• y Pi afecte la velocidad de fosorilación oxidativa. 

7.- Identificar factores de relevancia fisiológica que modifiquen la concentración de Mg2
• 

intramitocondrial. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

a). Aislamiento de las mitocondrias (ver trabajo 1, en la sección Materials and Methods). 

b). lnternalizado del indicador (ver trabajo 1, en la sección Materials and Methods). 

e). Calibración de la señal fluorescente (ver la sección de determinación de la [Mg2']L en 

la revisión dela Introducción y el trabajo 1, en la sección Materials and Melhods). 

d). Determinación del [Mg2'Jm (ver la sección de Determinación de la [Mg2']L en la 

primera revisión de la Introducción y el trabajo 1, en la sección Materials and 

Methods). 

e). Determinación ftuorométrica del pH intramitocondrial (ver trabajo 1, en la sección 

Materials and Methods). 

f). Determinación de la síntesis de ATP (ver trabajo 1, en la sección Materials and 

Methods). 

g). Determinación del potencial transmembranal (ver trabajo 1, en la sección Materials 

and Methods). 

1. Método espectrofotométrico 

2. Método radioactivo 

h). Ensayos de oximetría (ver trabajo 1, en la sección Materials and Methods) 

i). Determinación de los adenin-nucleótidos (ver trabajo 1, en la sección Materials and 

Methods). 

j). Manejo y almacenamiento de la enzima aislada (ver trabajo 2, en la sección Materials 

and Methods). 

k). Preparación y almacenamiento de los extractos mitocondriales (ver trabajo 2, en la 

sección Materials and Methods). 
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1). Determinación de la actividad de la 2-0GDH {ver trabajo 2, en la sección Materials 

and Methods). 

m). Cálculos de la concentración de ca'• y Mg2
• libres mediante la utilización del 

programa de computadora CHELA TOR 

Trazos representativos de la determinación de la concentración de 
A TP y ADP por el método enzimático. 

~ 

<I: 
2. 
-~ 
e: 
8 .,, 
l!! o 
.2 
u. 

1.0 

0.8 
ATP .['_ Piruvato 

0.6 
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0.2 

o.o 

-hexocinasa 

o 100 

Composición del medio para 
determinación de A TP. 

MedioKME 
NA□• 
glucosa 
MgCI, 
glucosa 6P deshidrogenasa 
hexocinasa 

200 

Tiempo (seg) 

Calibración 

300 400 500 

Composición de medio para la 
determinación de ADP. 

Medio KME 
NADH 
fosfoenol piruvato 
lactato deshidrogenasa 
piruvato cinasa 
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Cálculos de la concentración de ca2
• y Mg2

• libres mediante 
la utilización del programa de computadora CHELA TOR. 

Condición: 
MOPS20mM 
EGTA 2.3BmM [Mg2•]L 408 µM 
EDTA 0.2 mM 
[Mg2'h 0.6 mM 
(Ca2'h 2.4 mM 

[Ca2•]L 860 nM 

Temp 30º e 
pH 7.25 

MOPS20mM 
EGTA2.38mM 
EDTA0.2 mM [Mg2'k 293 µM 
[Mg2•1r O .6 mM (Ca2•]L 843nM 
[Ca2']r 2.4 mM Mg-ADP 124 µM 
ADP600µM Ca-ADP 139 nM 
Temp 30º e 
pH 7.25 

MOPS 20mM 
EGTA2.38mM [Mg2•]L 147 µM 
EDTA0.2mM [Ca2•)L 802 nM 
[Mg2•]r 0.6 mM Mg-ADP 69 µM 
[Ca''h 2.4 mM Ca-ADP 147 nM 
Temp 30º e Mg-Pi 221 µM 
pH 7.25 Ca-Pi 926 nM 
ADP600 µM 
Pi5mM 
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5. RESULTADOS Y CONCLUSIONES 

Los resultados se describen detalladamente en el trabajo publicado y en el 

manuscrito enviado para su publicación. En el primero se cubren los datos obtenidos 

con la enzima in situ, es decir en mitocondrias intactas acopladas, aisladas de corazón 

de rata; mientras que el segundo trabajo reúne los datos obtenidos con la enzima 

aislada y con extractos de mitocondrias de corazón. 

a) Trabajo No 1. 

En este trabajo se muestra que el aumento en la [Mg2•1 .. se transmite a la matriz 

mitocondrial, incrementando la [Mg2•]m y que, como era de esperarse, la entrada de 

Mg2
• es más rápida en presencia del ionóforo para cationes divalentes A23187. A pesar 

de que se mostró que el A23187 no es un buen ionóloro de Mg2
', se prefirió su 

utilización debido a que el gradiente de Mg2
• alcanzado con A23187 fue 5 a 6 veces 

mayor que en su ausencia. Esto permitió una más fácil manipulación de la [Mg2']m y la 

obtención de una respuesta más rápida a las variaciones en la [Mg2•1.,. 

Se exploró el efecto del Mg2
' sobre la fosforilación oxidativa dividiendo a la vía 

metabólica en dos bloques para identificar a qué nivel se llevaba a cabo la modulación. 

El primer bloque se delimitó utilizando 2-0G como sustrato, involucrando de esta forma 

al ciclo de Krebs desde la 2-0GDH hasta la MDH, la cadena respiratoria y el sistema 

fosforilante; el segundo bloque se constituyó al utilizar succinato (en presencia de 

rotenona), dejando fuera al ciclo de Krebs e involucrando solamente a la cadena 

respiratoria a partir del sitio II y al sistema fosforilante. Cuando se midió el efecto del 

Mg2
' sobre la síntesis de ATP, la sensibilidad a Mg2

' fue diferente al utilizar 2-0G o 
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succinato (con rotenona) como sustratos, siendo la Ka 5 por Mg2
• menor en presencia de 

succinato. Esta diferencia en sensibilidad al Mg2
• nos sugirió la existencia de por lo 

menos 2 sitios de modulación por Mg2' en la vía metabólica. El primero a nivel de la 2-

0GDH y el segundo posiblemente localizado a nivel del sistema fosforilante (la ATP 

sintetasa o la translocasa de adenin-nucleótidos). Se hicieron unos estudios 

preliminares de arsenilación oxidativa, en los cuales se sustituye al Pi con su análogo el 

arsenato (As), y se utilizan las concentraciones endógenas de ADP para prescindir de 

la participación del translocador de adenin-nucleótidos; en estas condiciones se lleva a 

cabo la formación del As-ADP el cual se hidroliza espontáneamente, y regenera al ADP 

y al As. Se observó que al aumentar la concentración de Mg2
• se activa la síntesis de 

As-ADP, indicando que el sttio de activación por Mg2
' en el sistema fosfor'ilante es la 

ATP sintetasa. 

Por medio de la distribución del ypp• o cambios de absorbancia de la safranina, 

se determinaron los cambios en el potencial transmembranal generado por la oxidación 

del 2-0G. Se observó que el incremento en la [Mg2•1m, promueve un aumento en el 

potencial transmembranal. En estos experimentos se demostró que el ADP es un 

modulador de la activación por Mg2
• y que la remoción del Pi del medio disminuye el 

potencial máximo generado por la estimulación por Mg2
•. Esta última observación nos 

condujo a ensayar el efecto del Pi sobre la generación del potencial transmembranal 

activada por Mg2
'. Los resultados mostraron que un incremento en la concentración del 

Pi producía un aumento en la afinidad por Mg2
• y en el potencial máximo alcanzado. 

Con succinato como sustrato no se observó ningún cambio en la afinidad ni en el 

potencial generado al incrementar la concentración de Pi, indicando que la modulación 

se realizaba en algún sitio antes del complejo I de la cadena respiratoria. Se determinó 
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el efecto del Mg2
• y el Pi sobre la 2-OGDH, midiendo la reducción de piridin-nucleótidos 

y el efecto del Pi sobre la activación por Mg2
' de la respiración soportada por 2-OG. 

Con estas determinaciones se corroboró la modulación de la activación de la 2-OGDH 

por Mg2
' por Pi, mediante las determinaciones de la disminución de la Ko.s por el catión 

y del incremento de la velocidad máxima de la reacción. 

Para explicar el efecto del Pi sobre la activación por Mg2
' de la 2-OGDH en las 

mitocondrias intactas se plantearon las siguientes posibilidades: 

a). Que al incrementar la concentración de Pi externo se aumenta también la 

concentración de 2-OG intramitocondrial, como consecuencia de su intercambio con Pi. 

De esta forma, se incrementa la actividad de la enzima al aumentar la concentración de 

uno de los sustratos para la reacción. 

b). Que al incrementar el Pi externo el pH intramitocondrial se modifique por la 

actividad del simportador Pi/H', y el aumento en el pH intramitocondrial sea el 

responsable de la activación de la enzima. 

c). Por último, una interacción directa del Pi con la 2-OGDH en un sitio especifico 

para su activación. 

La segunda posibilidad se descartó al determinar el pHm con Pi y acetato. Al 

sustituir al Pi con 1 O o 20 mM de acetato, el pHm determinado fue igual o incluso menor 

que con fosfato, sin que se observara incremento alguno en la reducción de piridín­

nucleótidos. Estos datos demostraron que por lo menos en estas condiciones, el 

cambio en el pH no es el responsable de la activación de la 2-OGDH. 

Para examinar las otras posibilidad se hizo necesaria la utilización de la 2-OGDH 

aislada y los resultados se presentan en el segundo trabajo. 
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: el Mg2
' activa a la 

fosforilación oxidativa por lo menos en dos sitios, la 2-0GDH y la ATP sintetasa; la 

activación por Mg2
' de la 2-0GDH es modulada por Pi y el mecanismo de esta 

modulación es el incremento de la afinidad de la enzima por el magnesio y el 

incremento de la velocidad máxima de la reacción; aumentos en la concentración del Pi 

en la matriz mitocondrial pueden activar a la 2-0GDH, aún cuando no ocurran 

variaciones en la concentración del Mg2
' libre intramitocondrial. 
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Modulation of Oxidative Phosphorylation by Mg2+ in Rat 
Heart Mitochondria* 

(Retti\•ed for publication, Ju.ne 13, 1997, and in rrvlsed form, Decrmber 10. 1997) 

José Salud Rodríguez-Zavala*, and Rafael Moreno-Sánche:r; 

From the Departamento de Bioquimica, Instituto Nacional de Cardiología, Méxica, D.F. 14080, Méxú-o 

The effect of varying the Mg2+ cot1centration on tbe 
2-oxoglutarate dehydrogenase (2-0GDH) activity and 
the rate of oxidative phosphorylation of rat heart mito­
chondria was studied. The ionophore A23187 was used 
to modify the mitochondrial free Mg2+ concentration, 
Half-maximal stimulation <Ko.s> of ATP synthesis by 
Mg2+ was obtained with 0,13 Z 0.02 nur (n = 7) with 
succinate (+rotenone) and 0.48 ± 0.13 mM (n = 6) with 
2-oxoglutarate (2-0G) as !lubstrates. Similar Ko.s values 
were fo11nd for NAD(P)H formation, generation of mem­
brane potential, and state 4 respiration with 2-0G. In 
the pt"esence of ADP, an increase in P; eoncentration 
promoted a decrease in the Kc,_5 values of ATP synthesis, 
membrane potential formation and state 4 respiration 
for Mg2., with 2-0G, but not with succinate. These re­
sults indicate that 2-0GDR is the main step of oxidative 
pbospborylation modulated by Mg2+ when 2-0G is the 
oxidizable substrate; with succinate, the ATP synthase 
is the Mg2+ -sensitive step. Replacement of P 1 by acetate, 
which promotes changes on intrantitochondrisl pH 
abolisbed Mg2+ activation of 2-0GDH. Tbus, the rnodu­
lation of the 2-0GDH activity by Mg2-+- 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 concentnition of free Mg-2 • 
([Mg2+Jc)1 hada constant value around 1 mM under different 
conditions has changed in recent years. By using permeant 
fluorescent dyes and nuclear magnetic resonance, tissue-de­
pendent variatio!ls in [Mg2 +lc in the range 0.4 of 0.8 mM have 
been observed, in response to severa! hormones and agonists. 
For instance, norepinephrine índuced a net release of cellular 
Mg2+ (1), while vasoprcssin induced Mg2 .. accumulation in 
isolated hepatocytes (2). LikeWise, increments of 50% in 
[Mg2+Jc has been determined, after stimulation with the mus­
carinic agonist carbachol, and a 10% increase was observed, 
after additíon offorskolin in rat sublingual mucous acini (3). In 
acinar pancreatic cells, addition of acetylcholine or cholecysto­
kinin-octapeptide promoted a significant diminution in [Mg2+ le 
(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/UNAM-05345 
grants. The costs of publication of this artide were defrayed in part by 
the payment of page charges. This article must therefore be hereby 
marked "aduertLsement" in accord11nce with 18 U.S.C. Section 1734 
solely to indicate this fact. 

:j: To whom correspandence should be addressed: Dept. de Bioquimica, 
Instituto Nacional de Cardiología, Juan Badiana #1, Col. Sección XVI, 
México, D.F., 1-4080, México. Fax: 1',25-573-0926 

1 The abbreviations use are: [Mf-J,, cytosolic free Mg"+ concentra­
tion; [Mg"+],.,, matrix free Mg" .. conrentration; [Mg"'J~., externa! Mg2+ 
concentration; 2-0GDH, oxoglutarate dehydrogenase; 2-0G, 2-oxoglut­
arate; TPP+, tetraphcnylphosphonium; BCECF, 2',7'-bis(2-<:arboxy­
ethyl)-5(6)-carboxyfluoresccin; BCECF/M[, BCECF/acetoxymethyl es­
tc-r; MOPS, 4-morpho\incpropanesu\fonic acid. 

ment in {Mg2+¡c in muscle cells, probably through a Ca2
- -

mediated mechanism (5). Depletion of inositol 1,4,5-trisphos­
phate-sensitive Ca2

' stores, induced by u-adrenergic agonists, 
activated the up-take of Mg2+ by these organelles \6-\ 

Extracellular ATP stimulated the release of 40'7i of cellular 
Mg2+ in ascites cells (7); it was proposed that cAMP promoted 
Mf • release through the activation of a plasma membrane 
Na .,"/Mg2+ antiporter (8). However, a report indícating that 
addition of cAMP also induced a net release of 20-25% of total 
Mg2+ in rat liver mitochondria (9) was not confirmed (10). In 
beefheart mitochondria, the transition from basal (state 4) to 
active (state 3) respiration led to a small, but significant ele­
vation in the mitochondrial matrix free Mg2

+ concentration 
{[Mg2+],..)from 0.5 mM to0.6-0.7 mM. This increase in \Mg2+}m 
persisted during ATP synthesis, until added ADP was exhaust­
ed; ¡1.t this time [Mg2+]m retumed to basal levels. These varia­
tions in (Mg2+Jm were inhibited by oligomycin {11). An eleva­
tion in {Mg2+Jm from 44 µ.\I to 1.69 mM also induced a 
stimulation in the rate of citrulhne synthesis in rat liver mito­
chondria (12). Modulation ofmitochondrial glutaminase by 0-2 
mM Mg2+ has also been observed (13). 

Ali of these reports describing an active movement of Mg2+ 
in cPlls and mitochondria of different tissue.s and in response to 
different agonists suggest that M¡f~ may play a role as a 
second messenger in the ce!!. In this work, we show that vari­
ations of extemal Mg2', and hence in lMg2~\m, can modu.l.ate 
the activities of the 2-0GDH and the ATP synthase and, in 
consequence, Mg2 .. may affect the rate of oxidative phospho­
rylation in isolated rat heart mítachondria. 

MATERL,\LS ANO METHODS 

Rat heart m.itochondri.a were isolated frorn mal e Wistar rats of 250-
300-g weight accordíng to a preViously described method using the 
protease type XXVII (Nagarse) from Sigma ( 14) 

Dye Loo.ding-Heart mitochondria u•ere loaded with Mag-Fura-2 or 
BCECF (Molecular Probes) by incubating 30-40 lllg of mitochondrial., 
protein in 2 mi of a medium composed of 250 m~! sucrose, 10 m~t 
HEPES, 1 mM EGTA (SHE mediuml. 1 m~ MgCli, 1 m~1 ADP, 0.2% 
fatty acid-free bovine senim albumin. pH 7.4. and 5 p.M Mag-Fura-2/AM 
or BCBCF/AM at 25 ºC for 20 min. At the end ofthis incubation period, 
mitochondria were diluted 10-15 times with ice-cold SHE medium + 
0.2% bovine serum albumin, centrifuged, resuspended in l mi ofSHE 
mediurn, and kept on ice until use. Mitochondria Loaded by fo\lowi.ng 
this procedure showed higher respiratory control va\ues than non­
loaded mitochondria, 8.6 and 4.3 (n = 2), respectively, with 10 mM 
2-oxog\utarate as a subatrat.e.. 

Determinatí<>n o/ [M¡f + 1,~-Mag-Fura-2-!oaded mitochondria (0.5 mg 
protein/mllwereincubated in 120 m~1 KCl,20 mM MOPS,0.5 mMEGTA 
(KME mediuml, 5 mM suceinate, and 2 µM rotenone. at pH 7.25 and 
30 ºC. To avoid interference by matrix NAD(P)H f\uorescence, 2-oxo­
g]utarate was not used as an oxidizable substrate for determinations of 
\Mg2' l.,. Fluorescence changes were monitored under smooth stirring 
and gassing with 100% 0 2 in an Aminco Bowman Seri.es 2 spertroflu­
orometer. Excitation wavelengths were 340 and 398 nm and emissíon 
was collected at4S3 nm. \M¡f'ln, was determ\ned from the fluorescence 
ratio signa! (R, 398/340 nm). R0m, and Rm,n were obtained at the end of 
each mr:periment. Rm,n was generated by addition of 800 pmol of 
A23187lmg protcin and sufficient EDTA-Tris, pH 8.0, to che!ate al] the 

7850 This p.1pet Is availab1e on line at hftp://www.jbc.org 
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fui l. Mitochondrial Mg'+ gradi­

ent in the presence and in the ab­
sence of A23187, Mag-Furn-2-loaded mi­
tochondria (0.5 mg/mll wen., mcubated as 
described under "Materials and Methods" 
in the prese11ce of 10 mM NaCI, 5 mM P,. 
and the indicat.ed Mi'' concentrations; 
the matrix contentofMag-Fura-2 wases­
timated to be 150 !: 30pmol/mgofprotein 
(n = 5). Calibration of the íluorescencc 
ratio signa\ was p,!"\"Íormed aOO {Mgl'\.,, 
cakulated as described under "Materials 
and Methods.~ The bandwidths wcre 4 nm 
for both excitation and emission wave­
lengths, whi\e the sensitivity was set at 
500 V. The resulta represent the mean :! 
S.D. from three different mitochondrial 
preparations. The in.sel shows the deter­
mination of intramitochondrial A.TP and 
ADP offive different mitochondrial prep­
arations incubated for 10 min with the 
indicated concentrations of MgCI~ and in 
the presence or in the absence of 800 pmo! 
of A23187/mg of protein; ",d,r,, < 0.05; 
b.•p < 0.01; ~p < 0.005 {Student's t test for 
paired samples). 
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Mg2" present in the incubation medium; 0.005~ (v/vl Triton X-100 was 
added to ensure complete Mg2• equilibration across the membrane 
R..,_.,. was obtained aíter further addition of70 mM MgCl1 . Calculation of 
IMgll')m was made using the following equation (15)· 

[Mtf'] = K.a,r-,(!!....~ R.,..,.•~). 
R...,.-R s~ tEq. ll 

where Kd(M¡(l+, is the dissociation constant far the Mg-dye 
complex in the mitochondrial matrix and Sr and St, are the dye 
fluorescence íntensities at 398 nm with zero and excess Mg2+, 
respectively. The Kd!M{(l, 1 value was determined experimen­
tally to be 1,52 ::':: 0.18 mM (n = 5). 

pH Determincrtion-BCECF-loaded mitochondria /0.5 mg oí protein/ 
ml) were incubated in KME medium contaíning 0.5 mM 2--oxoglutarate, 
10 mM NaCI, 600 µ.M AOP, 3.5 ,a1 oligomycin, 800 pmo! of A23I87/mg 
o{ prole.in and d.ifferent concentrations of t,.[gZ•, P,. or acetate. For pH 
calcu!ations, a calibration p[ot was generated incubating 0.5 mg of 
protein/ml in the medium mentillned above, at the desired pH, m the 
presence of2 ¡.,~I carbonyl cyanide m-ehlorophenylhydrazone, 200 pmol 
oí nigericinJmgofprotein and 0.005%Triton X-lOOto equihbrate all ion 
gradients. Excitation wavelengths were 450 and 500 nm; fluorescence 
was collected at 530 nm. The plot of pH vah1es uersus íluorescence ratio 
signal gives a straight line between pH 6.8 and 7.8. 

ATP Synthcsis-Mitochondria íl mgofprotein/ml) were incubated in 
KME medium containing 0.5 mM 2-oxoglutarate or 5 mM succir.J.te ( + l 
µM rotenone), 10 mM NaCI, 10 mM glucose, 30 units ofhexokinase, and 
5 mM 32P, (spe<:ifü: activity, l- l.5 x l06cpm/ml, Cerenkov radiationl, at 
30 ºC. After 5 min, 1.2 mM ADP was added, and the reaction was 
stopped 30 s la ter by addition of200 µl of 30% (w/v) cold trichloroacetic 
acid. Excess 3 ~P; was extracted as described previously using acetone + 
n-butyl acetate as organic so\vents (16). fudioactivity of an aliquot of 
the aqueous phase was determined as .nP, Cerenkov radiation in a 
scintillation counter. 

Aciiuily o{ 2-0GDH-Mitochondria (I mg of protein/mll were sus­
pended in KME medium containing l mM 2-oxoglut.arate, 10 mM NaC], 
600 µM ADP, pH 7.25, and ditrerent concentrations of M~- and P; at 
30 ºC. Matrix NAD(P)H formed ..vas determined following mitochon­
drial intrinsic íluorescence at 460 nm with tt>.e excitation wavelength at 
340 nm. To obtain the fluorescence mínimum, mitochondria were incu­
bated in the absence of, added substrates until endogenou.s substrates 
were depleted (approximately ~8 min) (N¡U)(P)H = 0%); the fluores­
cence max.imum was rea.ched by adding 5 µM roteoone for complete 
reduction of NAD(p)+ (NADIPJH = 100%) at the eod of each 
experiment. 

Membrane Poteritial (1,t,J-Mitochondria (l mg protein/m\) were sus-

-A2J187 

+ A23187 

AD> rn ATPIAPP I\TP-ADP 
(amo~· (nmoL/1111!) •=• ) 

A2J A2J An A2:; "' "'' Al3 .UJ 

" ,o .. " " " .. , . ) . ' ,,. o,' !I" 1 xº·' 1_94 
.,, 

2.3' 1 _, 

3mM ,., , .. " " " " '" Mi'· ' 10 ,., \3 ,,. :;,\ " " ~.5( 

o 2 3 4 6 8 10 

[Mg 2'1 (mM) 
e, 

pended in KME medium containing 0.5 rnM 2-oxoglut.arate, 10 mi>! 
NaCI, 5 µ.M safranin O, at30 ºC. Absorbance was recorded at 554 - 520 
nm (17, 18), usíng a dual-beam SLM Aminco DW2000 spectrophotom­
eter. Zero ó.1'- was reached by addition of 1 µ.M carbon.Yl cyanide 
m-chlorophenylhydrazone and 2 µM rotenone at the end of each 
experiment 

Toe membrane potential was a\soquanlitaüve\y nwasured using the 
distr:ibution nf (3H)Tpp+. Mitochondria ( l 5 mg protein/mll were sus­
pende<! in 500 µI of KME medium containin¡:- 5 m~I P,, 10 m.,1 :XaC!, 0.8 
µM PH)TPP (specific activity, 4-5 X 10• cpm/ml) at 30 ºC and different 
concentrations of Mg2 • After 5 min, 800 pmol of A23187/mg oí protein 
were added; 3 min Jater l mM 2-oxoglutarate was added. and the 
incubation was continued for another 3 min. Toen, mitochondria were 
centrifuged at 14,000 rpm for 1 minina microcentrifuge. Aliquots from 
the pe!let and supernatant were taken to measure the [3 H]TpP• dis­
tribution; the m_embrane potential was determined as described 
previously (19). 

Oximetry Assays-Mitochondrial rl'spi.ration was measurE-d using an 
uxygen Clark-type electrode. Mitochondria (0.6 mg ofprotein/ml) were 
incubated in KME medium containing l nlM 2-oxoglutarate. 10 mM 
NaCl, 1 or 5 m1>1 P,, and 800 pmol of A23187hng ofprofein. After 5 min, 
600 µM A.DP was added, llnd the change in the rate of resp1ration wns 
measured 

Ma1ri.1: ATP and ADP Content-Mitochondria (2.5 n1g ofprotein/ml) 
were iri<:ubated in KME medium plus 5 mM su.cclnate and 2 1-<M rotenone 
at 30 ºC for 10 min underorbital shaking. Thcn. 3% (v/v) cold perchluric 
acid, 25 nnt EDTA was added, the suspension was centrifuged_ and the 
supcmatant neutralized for enzymi,ticdetern1ination of ATP and ADP. 
Essentially identical resulta were obtained when mitochondria were 
previously sedimented in a microcentrifuge at 6-10 ºC and further 
denaturalized by the addition of perchloric ac1d. 

RESULTS 

The increase in the externa! Mg:l • concentration induced a 
proportional, but small elevation in (Mg2 +¡m in rat heart mito­
chondria (Fig. U. This Mg2-t gradient (fMg2 ... ].J[Mg2+Jex) 
showed a slope of0.066, in the range 0--3 ffiM externally added 
Mg2', indicating that Mg2+ does not easily equilibrate across 
the mitochondrial inner membranc, probably due to a slow 
Mg2' influx, orto an active Mg2" effiu¡,;. Similar results were 
previously reported for rat liver mitochondria (12}_ To acceler­
ate the equilibration of Mg2+, the divulent cation ionophore 
A23187 was added. Fig. 1 shows that the ionophore modifies 
the steady-state concentration ofmatrix Mg2•, although equil-
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Fa;. 2. Activation of ATP synthesis 
by Mg2~. Mii.ochondna wen' mcubatcd 
as dcscribed under "'Material;; and Meth­
ods" with the indicated Mg2· ooncentra­
tions, in the pres.ene~ of 800 pmol of 
A23187/mg of protein: 1200 µ.M ADP was 
added to initiate the reaction. The plots 
are represent:a.tive, K 0 ,, va\ucs in milli­
moles are mean:<;: S.D. from seven tfor 5 
mM succinate, succ) and six (for 0.5 mM 

2-0G) dil'fettnt preparatiom. The so!id 
lines repreaent t.he best fit lines derived 
from the Hi!l equation. The V .,,u va!ues 
obtained from such a fitting are i.n nano-­
moles/(mg X min ), The rate oí ATP syn­
thesis attained in the absence of added 
Mg2+ was 250 1,1.moU(mln x mgl with suc­
cinate and 100 nmol/{min x mg) with 
2-0G, and it was subtracted from the 
rates obtained in the presence of Mg'". 
Toe in.set shows t.he determination of sub­
strate leve! phosphorylation under identi­
cal experiments.l oonditíons to those used 
for the ATP synthesis a.ssay, but in the 
presence of a saturating concentration of 
oligomycin (3 ¡,.Ml. 
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ibration with externa\ Mg2+ was not complete. Sínce mitochon­
dria incubated with A23187 conserved the H' gradient, it was 
not unexpected that A23187 did not produce complete equili­
bration ofMg2+ concentrations across the mitochondrial mem­
brane. Moreover, A23187 seems to be a weak M~T ionophore 
dueto a low affmity and poor mobility across the mitochondrial 
membrane (20-22). Nonetheless, the addition of A23187 al­
!owed a more rapid manipulation of matrix Mg2T in a lower 
range ofextemal Mg2

+ concentrations. The use of 1600 pmol of 
4-bromo-A23187/mg ofprotein, instcad of A23187, resulted in a 
curve very similar to that shown in Fig. 1 in the absence of 
ionophore (data not shown). 

The addition of A23187 to mitochondria incubated in the 
absence of added MgCl2 decreased [Mg2+Jm froru 0.49 to 0.02 
mM and induced a significant diminution ofmatrix ATP/ADP 
ratio and the ADP + ATP content ísee Fig. l. inset). The further 
addition of 3 mM Mg-2', in the presence of A23I87, increased 
[Mg2+1,n from 0.02 to 1.15 mM and preserved matrix ATP/ADP 
ratio and ADP + ATP content at high values. Although a 
correlation between 1Mg2' lm and the ATP/ADP ratio (or ATP 
content) was not found for mitochondria incubated with 3 mM 
Mg2

+ and with or without A23187, it is apparent from the data 
of Fig. 1 that, in the presencc of A23187, the addition of exter­
na! Mg2

+ modified both the [Mg2•J"' and the ATP/ADP ratio, 
which m¡¡y affect the rate of oxidative phosphorylation. 

The rate oí oxidative phosphory\ation, assayed in the pres­
cnce of A23187, depended on Mg2~ concentration in the incu­
bation medium (Fig. 2). Since the sensitivity to Mg2~ depended 
on whether succinate ( + rotenone) or 2•oxoglutarate (2-OG) was 
used (p <'. 0.05), the data of Fig. 2 suggest the existence of at 
\east two site-s of moclulation by M¡f +. These si tes may be 
located in the phosphorylating system (i.e. the ATP synthasc or 
the adenine nucleotide translocase) during succinate oxid¡ltion, 
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and at the leve\ of 2-OGDH for 2-00 oxidation. Repiacement of 
Mg2+ by Mn2 ' also induced an activation of ATP synthesis, but 
at higher concentratioos (Kn,, values for Mn 2 were 0.60 ~ 
0,047 mM (n ~ 3) with succinutc and 0.92 ~ 0.052 mM (n = 31 
with 2-OG as a substrate) 

Since succinyl-CoA synthase also requires Mg2-~, its contri­
bution to the uptake of 32P, was assayed. In the inset of Fig. 2, 
it is shown that substrate le\"e! phosphorylation by the Krebs 
cycle accounted for up to 40-S0'k of total ATP !'ynthesis during 
oxidative phosphorylatíon with 2-OG as an oxidizable sub­
strate. As substrate-level phosphorylation and oxiJative phos­
phorylation with 2-OG showed difTerent sensiti,·ities to Mg2+, 
an effect ofMg2- on sites different from succin~-1-CoA synthase 
seemed likely. 

To discard the participation of contaminating ATPases, in 
the ATP synthesís assays, hexokinase + glucose was used to 
capture ATP generated by oxid:1tive phosphor.·Jation. This 
prompted us to determine the Mg2 · dependence o.f hexokinase. 
Under the conditions of ATP synthcsis (see Fig. 2), K05 values 
of hexokinase for ATP-Mg werc 92 µM, in the presence of 400 
µ.M ATP, and 31 µ.M in the prescnce of 100 µM ATP. These two 
concentrations of added ATP reprcsent the maximal leve! of 
ATP synthesis (for 1 mg of protcin/ml in 30 s at 30 ºC) during 
oxidative phosphorylation with succinate and 2-OG, respec­
tively - The sensitivity of hexokinase to Mg2 + te\·ealed that thi.s 
enzyme is not involved in the lowcr sensiti\'Ít\" of oxidativc 
phosphorylation to Mg2+ with 2-OG as a substrate (see Fig. 2) 
Howcver, in the presence of succinate. the sensitívity of oxida­
tíve phosphorylation to M~· might result from a mixed re­
sponse of both hexokinase and ATP synthase to Mg2' _ How­
ever, an essentially identical sensitivity of oxidative 
phosphoryl;ltion to Mg2 ' was observed in th1:> absence of hex-
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F!G. 3. Eff'ect of Mg2+ and P, on the steady state value of .ii¡,. A, mit.ochondria (1.5 mg/mlJ were incuba.tedas described under "Materials 

and Methods" in the presence of 1 mM 2-0G and 800 pmol of A23187/mg of protein. Other additions were 5 mM P;, 600 µ1,1 ADP, and 3 µ.M 
oli.gomycin. The data show the mean ~ S.D. of four different mitochondrial preparations. "p < 0.01; b,<.d.•.f,1p < 0.05 (Student's t test for nonpaired 
samples). B, mitochondria were incubated in the presence of0.5 m~I 2-0G, 800 pmol of A23187/rng, 3 µ,M oligomycin, 600 µM ADP, 5 µ.M safranin 
O, different concentrations of Mg" •, and the indicated P; concentrations. K0 5 values (in mM) and experimental points are the mean :!: S.D. (empty 
symbols) from three di!Terent mitochondrial preparations. •.,,,J.srJ.•-~p < 0.005; b,dp < 0.05; hp < 0.01 (Student's t test for nonpaired sampJes). 

okinase (K0 _5 = 0.13 .!: 0.014 mM, n = 3), with succinate 
( +rotenone). 

The change in the magnitude of the membrane potential, as 
estimated from the distribution ofTPP+, wa.s initially used to 
monitor indirect\y variations in 2-0GDH activity in mitochon· 
dria incubated with hmiting concentrations of 2-0G (Fig. 3A). 
A membrane poten tia] (li.tf,) of 130 m V in the absence of added 
ADP and Mg2+ and in the presence of A23187 and P., was 
determined. This value increased to 140 mV by the increase in 
[Mg2+lex (Fig. 3A, circles). With 600 µM ADP, steady state 1.tf, 
diminished to 112 mV by increasing [Mg2+J.,x (Fig. 3A, 
squares), dueto stimulation of ATP synthesis. Although under 
these last conditions the oxidative system was activated by 
Mg2~, the diminution in 11,J, indicated that, at Mg2'' concentra­
tions of 0-1.5 mM, activation ofthe phosphorylating system of 
the pathway by Mg2 .. was predominant. At higher Mg2+ con­
centrations (>1.5 mM), activation ofthe oxidative system pre­
vailed over that of the phosphorylating system, resulting in :l~ 
values larger than those obtained at zero Mg2+ (data not 
shown). 

The enhancementof .1.tf,up to 162 mV by increa.sing [Mg2+jex• 
in the presence of ADP + P; + oligomycin (Fig. 3A, triangks), 
which was larger than that reached at the same concentration 
of [Mg2•J.,x in the absence of ADP, indicated that ADP wa.s a 
modulator of the Mg2+ activation. In the absence of added 
Mg2 .. , removal of P¡ markedly diminíshed lll/, (Fig. 3A, di.a. 
mandsL In the ahsence of P;, á'f increased when (Mg2+l .. " was 
increased, but only to 105 mV. This latter observation 
prompted us to determine the effect ofdifferent concentrations 
of P; on the activity of 2-0GDH. 

In comparison to the (3H]TPP+ method, the absorbance dif­
ference ofsafranin O (Fig. 3B) allows forcontinuous monitoring 
of ¡),f,, and a large number of experiment.s with the same mito­
chondrial preparation. Using the safranin O signa!, the in­
crease in P¡ concentration (in the presence of ADP + oligomy­
cinl potentiate.d the activating effect of Mg2+ on the steady 
state value of li.,J,(Fig. 38). Thus, the half-maximal stimulation 

of 11,J, by Mg2+ was decreased and the maximaJ value of ,iq, was 
elevated by increasing P; concentrations. This effect of P, was 
not apparent in the absence of added ADP. Similar results to 
those of Fig. 3B were obtained by measuring the [3H]TPP+ 
distribution under the same conditions (data not shown). 

The activity of 2-0GDH was also measured, following the 
level ofreduction ofmatrix pyridine nucleotides. In the absence 
of added P;, the increase in ¡Mg2+lex did not promote the 
generation of NAD(PlH (Fig. 4A). However, an increase in P; 
concentration induced both a decrease in the K0 _5 value for 
Mg2+ andan increase in the leve! of NAD(P)H reduction. The 
rate of respiration measured in the presence of ADP + o!igo­
mycin (state 4) was also stimulated by increasing [Mg2 '].," (Fig. 
4B). Again, the presence ofincreasing P, concentrations poten­
tiated the stimulation by Mg2+, through a diminution in the 
K0 _5 value for Mg2+ 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 Mg2+ 
on 2-0GDH activity. 

The study of the effect of c!.ifferent P; concentrations on the 
Mg2+ sensitivity of ATP synthesis and state 3 respiration sup­
ported by succinate ( +rotenone) revealed a negligib\e effect on 
the K0 5 value for Mg2+, indicating that the effect of P; was 
exerted only at the K:rebs cycle leve!. Lack of Mg2+ activation 
on state 4 respiration with succinate ( +rotenone) as substrate 
and oligomycin (data not shown), discarded the possibility that 
Mg2 • activated the respiratory chain. 

Matrix acidification brought about by the P; uptake might be 
involved in Mg2+ activation of2-0GDH. The activating effect of 
5 mM P¡ on the stimulation of matrix NAD(P)H formation by 
Mg2+ was not reproduced by addition of 10 or 20 mM acetate 
(data not shown); the final steady-state pH values in BCECF­
loaded mitochondria incubated with 10 mM acetate or 5 mM P,, 
in the presence of ADP, oligomycin, and A23187, were 6.91 and 
6.88 with no added Mg2+, and 7. 11 and 7 .16 with l mM Mg2 +, 

respectively. These results indicat-e that matrix acidification is 
not the mechanism jnvolved in the P, potentiating effect. 
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Fm. 4. Effect oí P 1 on the activation oí tbe intramitochondrial 
NAD(P)+ reduction and state 4 respiration by Mgh. Mitochondria 
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conditions descrihed under "Materials and Methods.n The plots are 
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DISCUSSION 

The different sensitivity to Mg2+ 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 
Mg2+. With the fonner substrate, the data on ll/,, matrix 
NAD(P)H, and respiratory rates indicated that the main site of 
interaction with Mg2+ was 2-OGDH. 

Since ADP-Mg is the true substrate for the ATP synthase 
(24), increasing [Mg2+1m is expected to actívate this enzyme. 
However, the substrates far adenine nucleotide translocase are 
free ADP·and ATP (25). During ATP synthesis, externa! ADP 
exchanges with matrix ATP. As ATP has a higher affinity for 
Mg2+ than ADP, increasing !Mg2+]m is expected to inhibit the 
adenine nucleotide translocase activity through the diminution 
of the interna! suhstrate. Therefore, the effect of increasing 
[Mg2+Jm on the rate of oxidative phosphorylation is not readily 
apparent. AF, the elevation of externa! Mg2+, and hence 
{Mg2+lm, resulted in higher rates of ATP synthesis with succi­
nate as substrate, it can be assumed that Mg2+ activation of 
the ATP synthase prevailed over Mg2+ inhibition of the ade­
nine nucleotide translocase. Stimulation of the rate of oxidative 
arsenylation, an analogous process to oxidative phosphoryla­
tion, but without the participation of adenine nucleotide trans­
locase (16), by Mg2+ using succinate (data not shown), sup­
ported the interpretation of an activating effect ofMg2 • on the 
ATP synthase. 

In addition to a direct interaction of Mg2+ with the oxidative 
phosphorylation enzymcs, Mg2 _,_ might also perturb matrix 
Ca2 + homeostasis, and hence, affect the rate of ATP synthesis 
(16, 19, 26) (revlewed in Moreno-Sánchez and Torres-Márquez 

(27)). For instance, Mg2
· m1g-ht compete with Ca2

' for tlw 
same binding sítcs in 2-OGDH. ,\ decreascd Ca2

• sensitivíty by 
increasing Mg2' has bcen ohsl.'rved for the NAO' -isocitrate 
dehydrogenasc (28), whereas an l'nhanced Ca2 

• sensitivity was 
described far the pyruvatc dchydrogenase phosphatase 129l. 
Although the sensitivity of2-OGDH to Ca2

', at different Mg-2' 
concentrations, has not yct beco determined, Panov and Scarpa 
(30) reported that 2-OGDH can be activated synergistically by 
both Mg2+ and Ca2 ', implying the existence ofdifferent bind­
ing sites. 

Panov and Scarpa (301 also determined a dissociation con­
stant (Kd) for Mg2' of 25 µM in the isolated 2-OGDH, with 
saturating concentrations of thiamine pyrophosphate, coen­
zyme A, and NAD+. Although such a Kd value for Mg-2+ is lower 
than the K0 5 value obtained in this study (0.48 m~I, see Fig. 2), 
it can be argu.ed that the matrix concentrations ofthe 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 ofthe Kd or K0 _5 for Mg2+ may estab­
lish the physiological relevance ofvariations in [Mg2+Jm. Thus, 
a K0 _5 value of 0.48 mM would appear as more physiologically 
relevant for modulating 2-OGDH activity and the rate of oxi­
dative phosphorylation, since this concentration is in the range 
of (Mg2•]m in intact mitochondria (31, 32). 

It should be noted, however, that the estimated K0 _5 values 
for Mg2+ refers to the externa! Mg2+ concentrations, which 
were not fully equilibrated with the mitochondrial matrix by 
A23187 (cf. Fig. ll. Thus, the K0 _5 value of0.48 m.\l for externa! 
Mg2+ corresponds to a [Mg2~1m of 140 µM, which is slightly 
below the physiological range. Higher K0 .5 values for Mg-2-
were determined at low P; concentrations. For instance, a K0 5 

value of l mM for Mg2' was observed in NAD(P}H formation 
with 1 mM P, (see Fig. 4A). Such a K0_5 value was diminished to 
0.5 mM by increasing P; concentration up to 3 mM P,. The 
corresponding [Mg2+lm for 1 nni externa! Mg2- would be 350 
µ.M, 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 Mg2+ may 
depend on the leve\ of cytosolic tand matrix) P;. 

Other possible sites ofmodulation by Mg2+ during oxidative 
phosphorylation supported by 2-OG oxidation were the succi­
nyl-CoA synthase, the ATP synthase and hexok.inase (in the 
experiments of 32P, incorporation into ATPl. However, the 
Mg2+ sensitivity of these threc enzymes showed that their 
saturation by Mg2+ was fu\ly achieved at concentrations 
( <0.2-0.3 mM) that stimulated oxidative phosphorylation by 
less than 40%. The lack of stimulation of state 4 respiration by 
Mg2+ in mitochondria that oxidiz.ed succinate, in the presence 
of oligomycin, discarded an effect of Mg2 • at the leve! of the 
respiratory chain. Thus, thesc results indicate that 2-OGDH is 
one {but not the only) ofthe main controlling steps ofoxidative 
phosphorylation (see also Moreno-Sánchez. et al. (26)), at non­
saturing Mg2 + concentrations. In this respect, control of the 
rate of oxidative phosphorylation by changes in the spermine/ 
Mg2+ rates, without a concomitant increase in [Ca2 •]m, has 
been shown in dog pancreas mitochondria {19). 

Modulation ofthe 2-OGDH activity by adenine nucleotides is 
well established (23). A synergistic effect by Ca2 ~ and adenine 
nucleotides has been described (28). Mg2~ also acti\·ates 
2-OGDH (30) (this workl, but in contrast to other enz.yme 
effectors, the mechanism of action is by enhancing the catalytic 
enzyme capacity (kcall, rather than by increasing substrate 
affinity. Potentiation of the modulatíng effect of Mg2+ by P,, 
although clearly demonstratcd in this work, is somewhat puz.­
zling. There is a report describing an activation of purified 
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2-0GDH IJy a higlt n1nct>.nlralillr, uf P, 1 > 10 m\1l. lhrough the 
diminution of the K" ,, for 2-0G (34). Moreover. the P, poten ti· 
ating cffcct could be through promot10g changes in matnx pH, 
since modulation of 2·0GDH activity by pH has also been 
rcported (351. However, substitution of pcctate for P,. to induce 
similar matrix pH va!ues, did not restitute the Mg1 · sensitivitv 
of2-0GDH. 'T"hus, a direct interaction of P, with the enzyme i'.~ 
likely to occur. From the present findings, thc question that 
arises is to what extent and how P, and Mg2 ¡. affcct the in ter• 
play of the other well described effectors, such as Ca1 · and 
adenine nucleotides, and the coenzymes NAO·, thiamine PY· 
rophosphate, and cocnzyme A, on 2-0GDH activity. 
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b) Trabajo No. 2. 

En el segundo trabajo se demostró que existe una interacción física del Pi con la 

2-0GDH para activarla. Se demuestra además, que esta activación ocurre a 

concentraciones fisiológicas de fosfato ( < 5 mM), aunque también puede ocurrir 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 Mg2
', el Pi, el ADP o el ATP libres son las especies que modulan la actividad de la 2-

0GDH como se pensaba anteriormente, sino que los complejos formados por el Mg2
' 

con los otros ligandos (Mg-Pi, Mg-AOP, Mg-ATP), son efectores aún más potentes de la 

2-0GDH. El mecanismo de activación por el Pi, el ADP, el Mg-Pi y el Mg-AOP sobre la 

enzima aislada fue mediante el aumento de la afinidad de la 2-0GDH por su sustrato y 

el incremento de la velocidad máxima de la reacción. En contrate, el ATP inhibió a la 2-

0GDH por dos mecanismos: secuestrando al Mg2
' libre y disminuyendo la velocidad 

máxima de la reacción. En la enzima aislada el A TP no afectó la afinidad de la enzima 

por el sustrato, pero en el extracto mitocondrial el ATP incrementó la afinidad de la 2-

0GDH por 2-0G en un 100%. De estos experimentos se pudo establecer el siguiente 

orden de potencia: Mg-ADP > Mg-Pi > ADP > Pi > Mg2
'. 

Se ensayó si el Pi tenia algún efecto modulador sobre la activación de la 2-

0GDH por Ca2
', pero se demostró que el Pi no ejerce ningún efecto y que el Ca2

' libre 

es el verdadero activador de la 2-0GDH. Se demostró también que cambios en la 

[Mg"] en el intervalo fisiológico no afectan la afinidad de la 2-0GDH por Ca2
'. Esto 

hace factible la activación de la 2-0GDH por una liberación simultánea de ambos 

cationes bajo un estimulo hormonal o eléctrico, dejando de lado la posibilidad de un 
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efecto antagónico al encontrarse los dos cationes presentes. Contrario a esto, se 

observó un efecto sinérgico del Mg2' y el Ca2' sobre la activación de la 2-0GDH. 

Se encontraron diferencias en el comportamiento cinético de la 2-0GDH aislada 

y de la enzima en el extracto mitocondrial. Estas diferencias ocurrieron principalmente 

cuando se ensayó el efecto de los diferentes ligandos en presencia o en ausencia de 

Mg2
', sobre la afinidad por el sustrato. En el extracto mitocondrial, las curvas obtenidas 

fueron sigmoideas, la respuesta a los efectores en presencia de Mg2
' fue muy similar y 

el efecto inhibidor del ATP fue más potente, mientras que en la enzima aislada se 

obtuvieron curvas hiperbólicas, la respuesta a los efectores en presencia de Mg2
' fue de 

3 a 4 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: la 

activación por fosfato de la 2-0GDH es de manera directa por su unión a la enzima; 

esta activación se lleva a cabo a concentraciones fisiológicas de Pi; el mecanismo de 

activación de la 2-0GDH por Pi es incrementando la afinidad de la enzima por el 

sustrato y elevando la velocidad máxima de la reacción; además del Mg2
', el Pi y el 

ADP, los complejos Mg-Pi y Mg-ADP también activan a la 2-0GDH; los complejos Mg­

Pi y Mg-ADP, son aclivadores mas potentes de la enzima; en el proceso de aislamiento 

:le la 2-0GDH se pierde algún factor esencial para la regulación del comportamiento 

cinético de la enzima. 
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ABSTRACT 

The interplay of inorganic phosphale (Pi) with other ligands such as Mg2
·, ADP, ATP 

and Ca2
• on !he aclivation of 2-oxoglutarate dehydrogenase (2-OGDH) in both isolated 

enzyme complex and mitochondrial extracts was examined. Pi alone activated the 

enzyme, fallowing biphasic kinetics with high (Ko,=1.96 ± 0.42 mM) and low (i<o,=9.8 ± 

0.4 mM) affinity components far 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 poten! activators of 2-OGDH 

!han Pi and ADP. ATP inhibited the 2-OGDH activity by chelating the free Mg2
•. Wilh or 

without Mg'', ADP and Pi activated !he 2-OGDH by increasing the affinity far 2-OG and 

the Vm of the reaction; ATP diminished !he Vm, bu! it increased the affinity far 2-OG in 

the mitochondrial extrae!. Pi did no! modify the 2-OGDH activation by Ca2
•• The results 

above mentioned were similar far bolh preparalions, 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 significan! activation of 2-0GDH, which was 

potentiated by Mg2
• and high pH, but surpassed by ADP. 
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2-oxoglutarate dehydrogenase (2-OGOH) is a member of lhe thiamine 

pyrophosphate-requiring 2-oxoacid dehydrogenase complex family (1). This complex 

consist of lhree different enzymes: oxoglutarate dehydrogenase (E1), dihydrolipoamide 

succinyltransferase (E2) and dihydrolipoamide dehydrogenase (E3). Functional 2-

OGOH shows a stoichiometry of 12 E1, 24 E2 and 12 E3 subunits (2). The cDNA 

sequences of 2-0GOH from different species are already available (3-7). 

Modulation of 2-OGOH activity by Ca'', ADP, ATP, GTP, NAO', NADH, CoA and 

succinyl-CoA is well documented (8-12). An increase in the affinity for 2-oxoglutarate is 

promoted by Ca2
•, NAO .. ADP and apparently ATP (8, 10, 12). ATP as well as GTP (8) 

have also been described as inhibitors of the 2-0GOH activity. NADH and succinyl-CoA, 

the end products of the enzyme complex, induce feed-back inhibition on the first 

reaction (8, 10). The affinity of 2-0GOH for Ca'• is enhanced by AOP and diminished by 

ATP (12). Recently, it was shown that Mg2
• increased the Vm of the isolated 2-0GOH 

from pig heart by interacting with a binding site different of that for Ca'' ( 13). 

In a previous work we showed that changes in externa! Mg2
', and hence in matrix 

free Mg'', could modulate the 2-OGOH activity and the rate of oxidative phosphorylation 

in intacl rat heart mitochondria (14). Mg2
• also affected respiratory rates in rat liver 

mitochondria through the modulation of the activities of the succinate and glutamate 

dehydrogenases ( 15). These observations may have physiological relevance since 

severa! recen! reports have established that the cytosolic and intramitochondrial free 

Mg2
• concentrations may change in response to different hormones and agonists in 

different types of cells (16-20); this, however, remains controversia! (21). 

39 



Mg2
• activation of 2-OGDH was potentiated by physiological concentrations of Pi 

(<5 mM), which resulted in decrease of the l<¡, 5 value far Mg2
• and elevation of the V~, 

(14). An earlier report described an activation of bovine kidney 2-0GDH 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 dueto an increase in the affinity of 2-

OGDH far 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 Mg2
', Ca2

• or adenine 

nucleotides. Therefore, we examined the effect of Pi on the activity of 2-OGDH in the 

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

MATERIALS AND METHODS 

lsolated 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, 

2.5 mM 2-mercaptoethanol, 0.5% Triton X-100, 0.005% sodium azide, 25 mM 

potassium phosphate, pH 6.8, 11 or 9.7 mg protein/ml; the specific activity was 0.63 or 1 

units/mg protein. The enzyme solution was stored in aliquots of 1 mi at -10ºC. No 

activity was los! after a year of storage. 

Rat heart mttochondria were isolated from male Wistar rats of 250-300 g , 

according to a previously described method, incubating two hearts in SHE medium (250 

mM suerosa, 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 XXVII, Sigma Chemical; specific activity 1 O unitslmg), 

on ice for 9 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 glycerol (1:1) and stored al -10ºC until use; 

under these conditions the 2-0GDH activity remained constan! for al leas! one month. 

Alter one month, activation by Pi and Mg2
• started to diminish, although activation by 

Ca2
• and ADP remained unchanged. In extracts preparad by freezing in líquid N, and 

fas! thawing at 40ºC three times ( 11), !he 2-0GDH activity was much lower and 

unstable !han in Triton-solubilized mitochondria. 

2-0GDH activity. An alíquot of mitochondrial extrae! (0.5 mg prolein/ml) or isolated pig 

heart 2-0GDH (0.055 mg protein/ml) was suspended in a medium containing 120 mM 

KCI, 20 mM MOPS-K (pH 7.35), 0.5 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol, 1 mM thyamine 

pyrophosphate (TPP), 1 mM NAO', 0.25 mM CoA, 0.5 mM 2-oxoglutarate al 30°C. 

Fresh solutions of TPP, NAO• and DTT were used throughout this study. Other 

addttions were as indicaled in !he figure legends. NADH formed was determined 

following the absorbance al 340 nm in a dual beam Aminco DW2000 

spectrophotometer. The reduction of NAO' either in the absence of 2-oxoglutarate, CoA 

or TPP was negligible. The determination of 2-0GDH activity by measuring NADH 

absorbance instead of NADH fluorescence was used because it exhíbited lower 

variations (24). 
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The concentrations of free Mg2
', free Ca2

·, Pi-Mg, ADP-Mg and ATP-Mg were 

calculated 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 lnc.). 

RESULTS 

Activation by Pi and pH. 

To examine whether the effect of Pi on the 2-0GDH activity observed in intact 

mitochondria ( 14) was due to a direct interaction with the enzyme cornplex, the effect of 

Pi on the commercially available 2-0GDH and on extracts from rat heart mitochondria 

was measured. The addition of Pi induced a significan! stimulation of the activity in 

both, the isolated enzyme and the mitochondrial extrae\ with two kinetic components 

(Fig. 1 ): a high affinity componen! for Pi concentrations lower !han 5 mM, and a second 

componen! of low affinity at Pi concentrations larger !han 7 mM. 

Variations in pH actívate the 2-0GDH complex isolated from heart and kidney 

(10, 11). Therefore, the effect of pH on the ac\ivation of isolated 2-0GDH by Pi was 

assayed. In agreement with eartier reports, the lowering of pH from 7.6 to 6.8 promoted 

a six-fold stimulation of the enzyme activity. However, when !he pH value was lower 

than 7.1 the activation by Pi disappeared (Table 1). Enzyrne activation by Pi was high al 

pH values between 7.2 and 7.6, which is the range of pH values deterrnined for the 

rnitochondrial matrix environment (26,27). The effect of pH on the activation of the 

enzyrne by Pi was similar when either the isolated enzyrne (Table 1) or the rnitochondrial 

extract were used (data not shown). 

42 



Activation by Pi. Mg2
' and ADP. 

As in intact mitochondria ( 14), Pi potentiated the Mg2
' induced activation of 

isolated 2-0GDH; it produced a slight increase in the affinity far Mg'', but a significan! 

elevation ofthe apparent Vm (Fig. 2A). ADP also increased the affinity far Mg'' and Vm 

(Fig. 2A), but the combination of Pi + ADP did not increase further the affinity far Mg'', 

a/beit it brought about a greater rise in Vm (see table 2 far values of Ko, and VJ. In Fig. 

2ª activity was plotted againsttotal 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 arder of potency far 2-0GDH activation: Mg­

ADP > Mg-Pi > Mg'' (Fig. 2B). The additive activating effect observed for the 

combination Mg-ADP + Mg-Pi suggested the existence of independent siles far each 

complex. 

To explore further whether the Mg-ADP complex is a true activating molecule, the 

effect of different concentrations of Mg2
' and ADP on the 2-0GDH activity was assayed 

without (Fig. 3A) or with 5 mM Pi (Fig. 4A). lt 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. 3B, 4B), free Mg'' (Fig. 3C) or Mg-Pi 

(Fig. 4C), from the data in Fig. 3A or 4A, indicated that the increase in 2-0GDH activity 

was more closely related to variations in Mg-ADP concentration. 

Effect of ATP on the 2-0GDH activity. 
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In contras! to ADP, the addition of ATP induced a significan! diminution of 2-

OGDH activity in the presence of different concentrations of Mg2• (Fig SA). In !he 

absence of added Mg2
• (+ 0.2 mM EDTA), ATP did not affect the activity of 2-OGDH. 

The estimation of free Mg'• and Mg-ATP complex concentrations from the data of Fig. 

SA, revealed that the inhibition of 2-OGDH activity by ATP was related to the diminution 

in the concentration of free Mg2
• (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 Mg2• 

and other effectors, the effect of ADP, ATP, and Pi with or without Mg2• on the affinity of 

2-OGDH for 2-0G and on the Vm was determined. In the absence of Mg2•, ADP and Pi 

diminished the K, 5 of 2-OGDH far 2-OG and enhanced the Vm, and ATP induced a 

significan! diminution of the affinity of 2-OGDH far its subslrate and Vm (Fig. 6A) (see 

Table II for values of K, 5 and Vml- In !he presence of Mg'., ADP (or rather Mg-ADP) 

also increased !he affinity far 2-OG and the Vm, whereas ATP induced a slightly 

diminution in !he V m and in the affinity for !he substrate. Pi also increased the affinity far 

2-OG and the V m of the reaction, but to an extent lower !han that observed with ADP 

(Fig. 6B). In ali conditions, Mg2
• increased by three fald the Vm. Without Mg2•, the 

inhibitory effect of ATP was less apparent. The data of Fig. 6 indicated the following 

arder of potency far stimulation of 2-OGDH activity: Mg-ADP>Mg-Pi>Mg2'>ADP>Pi. 

In the mitochondrial extracts, the effect of Pi, Mg2
·, ADP and ATP on the affinity 

of 2-OGDH for 2-OG and the true Vm (Fig. 7) was similar to that observad in the isolated 
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enzyme. However, in contras! 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 fer the isolated enzyme, but they were higher than ene 

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

Activation by Pi, Mg2
• and Ca2

•. 

To assess whether the Ca-Pi complex also influenced the activity of isolated 2-

OGDH. we measured the stimulation by Ca2
• al different Pi concentrations with or 

without ADP. The results indicated that the Ko, value for Ca2
• (0.27-0.34 µM) was not 

modified by the presence of Pi or ADP (data not shown). lncreasing Mg2
• in the 

physiological range (100-600 µM) did not alter the Ca2
• activation of 2-OGDH, but 

instead it prometed the elevation of the apparent V m (Fig. 8). Hence, instead of an 

antagonistic effect between the two cations, there is a synergistic activating effect of 

Ca2• and Mg2• on 2-OGDH, through an increase in both, the affinity fo¡ 2-OG (Ca2
·) and 

the catalytic turnover (Mg2
•). 

Table II summarizes the effect of Pi and the other effectors on the Ko., value for 

different ligands and the apparent V m obtained with the isolated enzyme and the 

mitochcndrial extracts. The Ko, value of the enzyme for ADP was about three-fold 

higher in the extracts, while the Ko, fer Pi was slightly larger than the value in the 

isolated enzyme. The Ko., value far Mg2
• and 2-OG (+ ATP, + Mg'-, and + Mg2

• + ADP) 

in the extracts were similar to !hose observed with the isolated enzyme. The Ko., values 

fer 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 !hose determined in the isolated enzyme. 

Analysis of the V m values revealed other differences between bolh preparations. 

In the isolated enzyme, the addition of Mg'' increased 3-4 times the Vm, when the 2-0G 

concentration was varied. In contras!, in the mitochondrial extracts, Mg'' did not 

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

DISCUSSION 

11 was previously reported that Mg'' (13, 14) and Pi (8,9, 14) activated 2-0GDH 

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 2-0GDH enhances the apparent Vm and that Mg-ADP, but not Mg-ATP, is a 

poten! activator of the isolated 2-0GDH. The observation that Mg-Pi stimulates the 2-

0GDH activity in the presence of saturating Mg-ADP, suggests the existence of different 

siles of modulation in the enzyme complex far these effectors. The activation of 2-

0GDH by ADP has been well documented (8-11), 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 complex, since the 

assay reaction medium contained 1 (10, 11) or 2 mM (8,9) Mg'' and, in consequence, 

the true activator of 2-0GDH could be Mg-ADP. 

In contras!, ATP clearly exerts an inhibitory effect on 2-0GDH activity. Since 

Mg'' induces an increase in the apparent Vm , then ATP, by decreasing the 

concentration of free Mg''. brings about a diminution in the Vm. In addition, ATP 
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attenuates the 2-0GDH activation by Ca'• (12). However, ATP is also able to increase 

the affinity far 2-0G, leading to enzyme activation. Therefore, the effect of ATP on 2-

0GDH activity will depend on the specific incubation conditions, although in the 

presence of Ca'' and Mg2
', a strong inhibition will be predicted, whereas in !he absence 

of the cations a sligth activation would be expected (see Figs. 5-7 and Table 11). 

The activation of 2-0GDH by lowering pH (Table 11) is in agreement with previous 

observations in pig heart 2-0GDH (10), and bovine heart and kidney enzymes (8). The 

2-0GDH activation by Pi is also pH dependen!, which is negligible at low pH and 

enhanced at high pH. This suggests that HPO, 2- is the active Pi species or that al high 

pH values, sorne deprotonated aminoacid residues are involved in !he binding of Pi. 

This finding may explain why the effect of Pi al physiological concentrations was no! 

observed before and why other authors [8) observed activation by Pi solely al 

concentrations higher !han 15 mM. 

When the affinity of isolated 2-0GDH for 2-0G is determined under different 

conditions, the experimental curves show hyperbolic kinetics in agreement with earlier 

reports (9, 13), whereas with mitochondrial extracts, !he curves are clearly sigmoidal, as 

in toluene-penmeabilized mitochondria and mitochondrial extracts ( 12). Other clear 

differences are the values of V m attained al saturating concentrations of 2-0G, in !he 

presence of Mg'._ and !he activating effect of ATP. The values of Vm obtained with 

mitochondrial extracts with or without Mg2
• are no! significantly different, but with the 

isolated enzyme !he values in the presence of Mg2
• were up to four-fold highter. ATP 

increases !he affinity of !he enzyme for 2-0G with or without Mg2
• in !he mitochondrial 

extrae!, but in the isolated enzyme ATP did no! affect !he affinity of !he 2-0GDH 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 los! or a change in 

the original conformalion of the enzyme occurs, that induces a kinetic change with 

respect to substrate and other ligands. 

The activation of 2-OGDH by Ca2
• is no! inhibited by increasing the Mg,. 

concentration in the physiological rage (100-600 µM), rather the effect of both cations is 

additive. After agonist stimulalion, [Mg2•1, raises from 0.5 to 0.8 mM (16-20), [Ca2•1, also 

increases from 0.1 to 0.6 µM (28), cytoso/ic Pi concentration rises from 0.83 to 3.13 mM, 

and the pH remains constan! 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 ( 14). ln consequence, the finding 

that Pi modulates the 2-OGDH activity may have physiological relevance. 

Acknowledgments: The authors thank Dr. A. Gómez-Puyou for his critica! reading of 
the manuscript. 
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Table l. Activation of isolated 2-OGDH by Pi at difieren! pH values. 

v (nmol NADH/min/mg) 
pH [Pi]= O 5mM 15mM 
7.6 6.6 13.3 26.5 
7.4 13.3 19.9 26.5 
7.25 15.8 21.1 25.7 
7.1 20.1 25.4 29.0 
7.05 30.5 33.8 33.8 
6.9 38.7 38.7 38.7 
6.8 45.3 45.3 45.3 
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Table 11. Kinetic parameters of the 2-OGDH activity in the isolated enzyme and in 
mitochondrial extracts for different ligands. 

Ligand lsolated Enzyme Mitochondrial Extract 

l<o, (µM) Vm (nmol l<o, (µM) Vm (nmol 
NADH/minlmg) NADH/min/ma) 

Pi (High affinity) 1200 (2) 49.7 (2) 1960 ± 420 (6) 6.1 ± 1 9 (6) 

Pi (Low affinity) 10800 (2) 63 (2) 9790 ± 390 (4) 8.3 ± 2.5 (4) 

Mg'• 143.6 ± 14 (3) 58 ± 26 (3) 115 ± 30 (6) 9.5 ± 6.6 (6) 

Mg-ADP 6.9 ± 2.6 (5) 288 ± 25 (5) - -

Mg-Pi 26 (2) 150 (2) 12 (2) 13 (2) 

ADP 115±35(5) 70.5 ± 7(5) 406 ± 112 (6) 58 ±8 (6) 

Ca2+ 0.224 ± 0.039 (8) 46 ± 16 (8) 0.279 (2) 52 (2) 

2-OG 3200 ± 2100 (3) 147 ± 49 (3) 6100 ± 2300 (3) 60 ± 11 (3) 

2-OG (+ 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) 33 ± 2 (3) 

2-OG (+Pi) 3700 ± 1200 (3) 178 ± 36 (3) 1800 (2) 79(2) 

2-OG (+ Mg2
•) 4200 ± 2700 (3) 556 ± 213 (3) 5210 (2) 64.5 (2) 

2-OG ( + ADP + Mg2
•) 1300 ± 600 (3) 652 ± 127 (3) 1460 (2) 75 (2) 

2-OG (+ ATP + Mg2•¡ 4300 ± 1500 (3) 399 ± 109 (3) 1980 (2) 33 (2) 

2-OG (+ Pi + Mg2•¡ 3900 ± 1900 (3) 590 ± 172 (3) 1130 (2) 75.6 (2) 

Values shown are mean ± standard dev,allon 
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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/ml) were incubated in KME medium (plus 2 µM rotenone 

with the extracts) as described under Materials and Methods, in the presence of !he 

indicated Pi concentrations. O, isolated enzyme; •. mitochondrial extracts. The salid 

line represen! the best fil to a double Hill equation. The values of the Hill coefficients far 

!he isolated enzyme were 3.6 and 2.9 (n=2) and far the mitochondrial extracts were 1.97 

± 0.93 and 5.4 ± 1.27 (n=4) far the range of Pi concentration of O 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 ± SO of 5 different extrae! 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¡-1 far !he isolated enzyme and the mitochondrial extracts, 

respectively. 

Figure 2. Modulation of isolated 2-0GDH activity by Mg'._ Pi and ADP. lsolated 2-

OGDH (0.055 mg protein/ml) was incubated as described under Materials and Metods 

with the indicated concentrations of MgCI,. A, •. No Pi or ADP added; ■, + 5 mM Pi; o, 

+ 600µM ADP; □, + 5 mM Pi and 600 µM ADP. B, the concentrations of free Mg'._ and 

Pi-Mg and ADP-Mg complexes were calculated from !he data shown in A by using the 

CHELATOR program [19]. •. free Mg''; ■, Mg-Pi; O, Mg-ADP; O, Mg-ADP but Mg-Pi is 

also present. The curves shown are representativa of 5 difieren! experiments; solid 

lines represen! the best fil to the Hill equation. The units of Vm are nmol 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 !he presence of Mg-ADP + Mg-Pi ( □), where !he value was not 

significantly different from one. 

Figure 3. Activation of isolated 2-OGDH by Mg-ADP complex. A. •. no Mg2• added; □, 

+ 25 µM Mg2
•; A, + 50 µM Mg2

•; V,+ 200 µM Mg2
•. In B, !he Mg-ADP concentration for 

each point of figure A was calculated and plotted against activity. C, free Mg2• 

concentration for each point of Figure A was calculated and plotted against activity. 

Solid lines represen! !he best fit to the Hill equation. The Hill coefficient for curve B was 

no! significantly different from one. 

Figure 4. Effect of Mg2
• and Pi on the affinity of isolated 2-0GDH for ADP. lsolated 2-

OGDH (0.055 mg protein/ml) was incubated under !he conditions described for Figure 3, 

in !he presence of 5 mM Pi. Figure A, total ADP concentration added is plotted against 

activity. •, no Mg2
• added; □, + 25 µM Mg''; _.,, + 50 µM Mg''; V, + 200 µM Mg2•. In B 

and C, Mg-ADP and Mg-Pi concentrations were calculated 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. lnhibition of isolated 2-OGDH by ATP. e, no Mg2
• added; ■, + 50 µM Mg2•; 

..,, + 200 µM Mg'';V, + 400 µM Mg''; ♦, + 600 µM Mg2
•. 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. Salid lines represen! a fil to a single 

exponential decay, bu! they have no mechanistic implications. 

Figure 6. Effect of ADP, ATP, Pi and Mg2
• on the isolated 2-OGDH kinetics. lsolated 2-

OGDH (0.055 mg protein/ml) was incubated as indicated under Materials and Methods 

in the presence of different concentrations of 2-OG. A. •, no further additions (control); 

♦, + 5 mM Pi; ■, + 600 µM ADP; t,, + 600 µM ATP. B. 600 µM Mg'• was added. The 

other experimental conditions were as described for A. Salid lines represen! the best fil 

to the Hill equation. Values are the mean ± SO of three different experiments. The Hill 

coefficients values for A and B were 0.84-1.16, which were not significantly different 

from one. 

Figure 7. Effect of ADP, ATP, Pi and Mg'• on the 2-OGDH kinetics in the mitochondrial 

extrae!. Milochondrial extrae\ (0.5 mg prolein/ml) was incubated as indicaled under 

Material and Methods in \he presence of different concentrations of 2-0G. A •, no 

further additions (control); ♦, + 5 mM Pi; ■,+ 600 µM ADP; ti,+ 600 µM ATP. B. 600 

µM Mg2
• was added. The other experimental conditions were as described for A. 

Curves are representative of three different extrae! 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 Mg2
• on the activation of isolated 2-0GDH by Ca2

•. 2-OGDH (0.055 

mg protein/ml) was incubated in !he condilions described under Malerials and Methods. 
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Calcium concentrations were adjusted by !he use of Ca2•tEGTA buffers; free Mg2
• and 

Ca2
• concentrations were calculated with !he use of !he CHELATOR program (19). •. 

no addition; ■, 100 µM Mg''; t,,, 200 µM Mg'•; T, 600 µM 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 

activación por cambios fisiológicos en la concentración de Mg2
'. apoya la hipótesis de 

que el Mg2
' tiene un papel de segundo mensajero. Esta hipótesis fue propuesta por 

algunos grupos. quienes observaron movimientos intracelulares de Mg2
' en respuesta a 

un estimulo hormonal. Los resultados de esta tesis sugieren que variaciones fisiológicas 

en la [Mg2
') pueden ocurrir simultáneamente a los incrementos de la [Ca2

'], sin que 

exista interferencia sobre la estimulación de la 2-0GDH. Sin embargo, el hecho de que 

el transporte de Mg2
' no sea muy rápido en las mitocondrias (Fig. 1, trabajo 1), nos 

indica que los flujos de Mg2
' no pueden ser el segundo mensajero en la mitocondria. De 

acuerdo con esta tesis. lo que si podría ocurrir, son cambios en los contenidos 

mitocondriales de nucleótidos y de Pi, los cuales acarrearían cambios en la [Mg2'Jm-

EI aumento en la activación por Mg2' de la 2-0GDH por concentraciones 

fisiológicas de Pi demostrado en este trabajo, aunado a la observación del incremento 

en la concentración del Pi citosólico y por lo tanto del Pi intramitocondrial después de la 

estimulación con epinefrina, implica que aún cuando la concentración de Mg2
' 

permanezca constante, un incremento en la concentración de Pi es capaz de potenciar 

la activación por Mg2
' de la 2-0GDH y por lo tanto la fosforilación oxidativa. 

Las diferencias encontradas en el comportamiento cinético de la 2-0GDH en el 

extracto mitocondrial (forma sigmoidal de la curva, mayor respuesta a los ligandos en 

presencia de Mg2
' y disminución de la K2-oo por el ATP) y la 2-0GDH aislada (forma 

hiperbólica de la curva, respuesta similar en presencia o en ausencia de Mg2
' y falta de 

efecto del ATP sobre la K2-00), nos hace pensar que en el proceso de aislamiento y 

purificación de la enzima se pierde algún factor importante para la regulación del 
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comportamiento cinético de la 2-0GDH o que existen diferencias especificas de 

especie. 

El complejo de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa está constituido por tres 

enzimas: la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (E1), la dihidrolipoamida acetil transferasa 

(E2) y la dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3). La unidad mínima activa del complejo 

está formada por 12 E1, 24 E2 y 12 E3, en un arreglo octaédrico con un peso molecular 

de 5 x 106 Daltones [a, b]. Los datos de reconstitución del complejo de la 2-0GDH de 

mamífero indican que los monómeros E1 y E3 del complejo pueden agregarse para 

fonmar homodímeros o heterodímeros, para luego unirse a la base ("core") fonmada por 

varias copias de la subunidad E2 [aj. La interacción física entre las subunidades E1 y 

E3 se demostró recientemente en la 2-0GDH de mamífero, en donde se propone que 

seis homodímeros de E1 unidos a la base formada por E2 y a otros seis homodímeros 

de E3 se encuentran fonmando el complejo [b], como fue sugerido para la 2-0GDH de 

Escherichia coli. Se ha demostrado que la subunidad E 1 es la que cataliza el paso 

alejado del equilibrio [c] y que es además la que reacciona con el NADH y el succinil­

CoA [d], para dar la inhibición (alostérica) por retroalimentación. Siendo entonces una 

enzima alostérica se ha propuesto también que es la enzima activada por Ca'• [c, d], y 

por lo tanto, la enzima susceptible de ser modulada en el complejo. Por lo anterior, en 

adelante al hablar de activación de la 2-0GDH, nos referiremos a la subunidad E1 del 

complejo multienzimático. 

En los experimentos de la figura 1 del trabajo 2, donde se evalúa la afinidad de la 

2-0GDH por Pi, se puede observar además de las dos diferentes sensibilidades a Pi, 

un incremento en el coeficiente de Hill de la enzima al incrementar la concentración de 

Pi. En el extracto mitocondrial el coeficiente de Hill detenminado a concentraciones de 
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Pi < 5 mM es de 1.97 ± 0.46 (SME), lo que nos indica que el número mínimo 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 número mínimo de 

subunidades interactuantes es de 8 o mayor. 

Estos datos nos sugieren que por efecto del Pi se incrementa la agregación de 

las subunidades de E1 de dímero a octámero. Si suponemos cooperatividad infintta 

para la agregación de fas subunidades, podemos proponer el siguiente modelo para 

explicar el efecto del Pi sobre la formación del complejo: 

Pi E1 

I> [~]4 
CX) Pi< 5 mM 

cb 
n=2 

O Forma poco activa 

D Forma muy activa 

E1' 

[□]4 

EB + EE 
n=4 

Pi> 5 mM 

1 1 1 1 1 
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 

agregación de las subunidades al variar el fosfato. El coeficiente de Hill en los dos 

intervalos de concentración de Pi fue de alrededor de 3, lo que nos indica que el 

número de Hill debe de ser de 4 y que se trata de un tetrámero. 
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Con el extracto mitocondrial (Fig. 6, trabajo 2), se determinó que el número de 

Hill en la presencia de diferentes activadores permanece alrededor de 2 (Tabla A), 

indicando que no existen cambios en la agregación de la enzima y la especie formada 

es un dímero o tetrámero. Además, parece que existen sttios independientes para la 

unión de Mg-ADP y Mg-Pi, ya que la combinación de los dos complejos tiene un efecto 

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

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

EXTRACTO MITOCONDRIAL 

LIGANDO COEFICIENTE DE 
-Mg2• HILL (n=4) 

CONTROL 1.53 ± 0.63 

ADP 1.5±0.13 
ATP 1.78 ± 0.78 
Pi<5 mM 0.97 ± 0.20 

LIGANDO 
+ Mg2• 

CONTROL 1.15±0.33 
ADP 1.41 ± 0.44 
ATP 1.44 ± 0.36 
Pi <5mM 1.43 ± 0.39 

Los valores dados representan la media 
± la desviación 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 la subunidad E1 se encuentra en el complejo 

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

ENZIMA AISLADA 

LIGANDO COEFICIENTE DE 
-Mg'• HILL (n=3) 

CONTROL 0.89 ± 0.15 
ADP 1.12 ± 0.17 
ATP 0.91 ± 0.07 
Pi 1 ± 0.49 

LIGANDO 
+ Mg'• 

CONTROL 0.89 ± 0.14 
ADP 0.99 ± 0.17 
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 

concentración de la subunidad E1 del complejo multienzimático, se encuentre 

disminuida en la preparación de la 2-OGDH aislada y esto impida que la asociación de 

E1 en el complejo llegue hasta octámero, como se propone para el extracto 

mitocondrial; b) que el Mg2
' 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 última preparación sea mas sensible a la activación por Mg2
• y c) 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. (1998) J. Biol. Chem. 273, 24158-24164. 

e). Nichols B. J. and Dentan 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 

activación por Ca2
• y el efecto de los nucleótidos de adenina sobre esta activación, sin 

considerar el efecto del Mg2♦, el cual se utilizó siempre en concentraciones saturantes 

en esos estudios. Mas recientemente se han reportado trabajos relacionados con la 

determinación de la estructura del complejo multienzimático y la interacción entre las 

diferentes subunidades que lo componen. En este contexto, las contribuciones más 

importantes de este trabajo son las siguientes: a) la determinación de que el Mg2
• 

puede activar a la 2-0GDH en mitocondrias acopladas (activación ín situ) y no 

solamente in vítro como se había reportado anteriormente para la enzima aislada de 

corazón de cerdo; b) la introducción de un nuevo modulador que en condiciones 

fisiológicas podría estar participando en la regulación de la 2-0GDH, como lo es el Pi; 

c) la propuesta de que en condiciones fisiológicas, las especies de ligandos que 

participan mayoritariamente en la modulación de la 2-0GDH, podrían ser aquellas 

acomplejadas con Mg2
• (Mg-ADP, y Mg-Pi); d) la observación de las diferencias 

cinéticas entre la 2-0GDH en el extracto mitocondrial y la enzima aislada. Sin embargo 

en este último inciso no se puede descartar una posible diferencia específica de 

especies ya que se esta comparando el comportamiento cinético de dos enzimas 

obtenidas de fuentes diferentes y e) La modulación de la 2-0GDH por Mg2
• y Pi 

también afecta la velocidad de fosforilación oxidativa. 

Experimentos que podrían continuar este trabajo son aquellos dirigidos a 

demostrar que el segundo sitio de regulación de la fosforilación oxidativa por Mg2
' es la 

ATP sintetasa. Estos experimentos podrían realizarse en condiciones en las cuales no 

exista participación de la translocasa de adenin-nucleótidos .. Para tal efecto se pueden 
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realizar experimentos de arsenilación oxidativa, o estudios de fosforilación oxidativa en 

partículas submitocondriales (en estas partículas la membrana se encuentra invertida, 

lo cual permite descartar la participación del transportador de Pi y el translocador de 

adenin-nucleótidos). El inconveniente de la utilización de este sistema, radica en la 

dificultad que presenta la preparación de partículas submitocondriales bien acopladas. 

Ya que todos los experimentos con la enzima aislada se realizaron en presencia 

de concentraciones saturantes de TPP, CoA y NAO•, ahora se podría evaluar el efecto 

de la variación de la concentración 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 Mg2+ sobre la afinidad de la 

2-0GDH por los diferentes cofactores. La determinación del efecto del Mg2• sobre la 

afinidad de la 2-0GDH por TPP sería de gran ayuda, ya que se ha propuesto que el 

blanco de la activación por Mg2+ es la unión del TPP a la subunidad E1 del complejo (la 

2-oxoglutarato deshidrogenasa) para iniciar la reacción. 

El comportamiento bifásico de la cinética de la 2-0GDH con respecto a la 

activación por Pi puede deberse a la diferente agrupación de las enzimas que 

constituyen al complejo multienzimático al unir al Pi y a los otros ligandos. Para 

examinar esta posibilidad se pueden utilizar electroforesis en geles nativos, 

cromatografía de exclusión molecular o ultracentrifugación analítica en gradiente, en 

presencia y en ausencia de los diferentes efectores y determinar si se modifica la 

composición del complejo multienzimatico, en cuanto a la estequiometria de las 

subunidades que lo componen. Otros posibles experimentos son la determinación de la 

termoestabilidad de la enzima con los diferentes ligandos y el entrecruzamiento de las 

71 



subunidades para determinar el efecto del diferente agrupamiento de los monómeros 

sobre los parámetros cinéticos del complejo multienzimático. 

Otra linea de investigación seria la identificación del factor que se pierde en el 

proceso de aislamiento de la enzima, que pudiera explicar los cambios cinéticos 

observados entre la 2-0GDH aislada y la enzima en el extracto mitocondrial. 
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