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ABREVIATURAS

ANT, translocador de nucledtidos de adenina

CAT, carboxiatractilésido

Co, coeficiente de control de flujo

IF,, proteina inhibidora de la F1-ATPasa

2-0G, 2-oxoglutarato

2-0GDH, 2-oxoglutarato deshidrogenasa

DHs, deshidrogenasas dependientes de NAD'; piruvalo deshidrogenasa,
2-oxoglutarato deshidrogenasa e isocitralo deshidrogenasa.
F.Q., fosfonlacién oxidafiva

TMPD, tetrametil-p-fenilendiamina

CCCP, carbamifcianuro-p-trifluorometoxifenithidrazona
DTT, ditiotrietol

PMS, metasulfato de fenazina

Q,, quinona 1

dq, duroquinona

DCPIP, diclorofenol-indofenol

A'F, diferencia en el potencial fransmembranal

Auy', gradiente electroquimico de protonies

EGTA, acido tetraacético (f-aminoeti) etilenglicol éter
HEDTA, acido triacético (2-hidroxietil) etilendiamina
TCA, acido tricloroacético

PCA, &cido perclérico



La respiracion mitocondrial acoplada a la sintesis de ATP
mediante el gradiente electroquimico de protones  (Apu.), se
conoce como fosforilacién oxidativa. Esta via consta de dos
sistemas: el oxidativo y el fosforilante. E! primero estad formado por
las enzimas transportadoras de sustratos, el ciclo de Krebs y la
cadena transportadora de electrones. El sistema fosforilante esta
constituido por la ATP sintetasa, la translocasa de los nucledtidos
de adenina y el acarreador de fosfatos. E gradiente electroquimico
de protones o fuerza protonmotriz es la suma de la diferencia de
potencial transmembranal (A¥) y la diferencia de pH (ApH) a ambos
lados de la membrana interna mitocondriai (Mitchell, 19686).

La permeabilidad pasiva a los protones gobierna el estado
4 de la respiracion mitocondrial. En el estado 3, en las mitocondrias
del higado de rata, los componentes de la cadena respiratoria y del
sistema fosforilante se distribuyen el control de la via {(Kunz et af,
1988; Moreno-Sanchez, 1985b; Moreno-Sanchez, 1885a; Groen ef
al., 1982; Wanders et af.,, 1984; Gellerich ef al., 1983; Devin et al,
1988),

Se ha argumentado que ia elevacién en la concentracién
del Ca® en el ciloso! es una de las sefales utilizadas por las
células para incrementar la fosforilacién oxidativa a traveés de la
activacion de las deshidrogenasas de la matriz mitocondrial
sensibles a Ca® (Hansford, 1985; Moreno-Sanchez y Torres-
Mérquez, 1991; McCormack ef al, 1990; Patel et a/.,, 1988; Leisey
et al, 1993; Miyata et al., 1991).

El efecto del Ca™ sobre la fosforilacién oxidativa en todas
las mitocondrias de mamifero estudiadas hasta la fecha se debe, en
gran parte, a la estimulacién de estas tres deshidrogenasas de la
matriz milocondrial, dependientes de NAD® {DHs) (Hansford, 1985;



Glu Asp Pir

la ATP sintetasa; la unién de IF1 a la enzima se favorece a pH bésico o por disminucidn de Ap: se indican las subunidades a y f; Ia
subunidad y de la ATP sintatasa se representa como una espiral enmedio de las subunidades ayB. El Ca? es modulador de la actividad
enzimética de la fosforilacién oxidativa: el Ca2* estimula a 3 enzimas del ciclo de Krebs, pero no esta claro todavla, si ademas estimula
algln otro sitio de la via {indicado con lineas punteadas). 0, complejo de porina con cinasas asociadas con el translocador ATP/ADP: Ap,
gradiente elactroquimico de protones; Glu, glutadmico; pir, piruvato: mal, malato; suce, succinato; MiCK, creatina cinasa mitocondrial.




McCormack et al, 1990). EI Ca™ activa a la piruvato
deshidrogenasa fosfatasa y disminuye la Km para los sustratos de
la isocitrato y 2-oxoglutarato deshidrogenasas.

En las mitocondrias del higado de rata incubadas con
concentraciones fisiolégicas de Na' y Mg®*, las DHs pueden ser
activadas al aumentar la concentracion del Ca®* extramitocondrial
dentro del intervalo fisioldgico esperado, 50 nMo5 UM
{McCormack, 1985).

Sin embargo, existen evidencias del control de ‘la
fosforilacién  oxidativa por Ca®™ mediante mecanismos
independientes de estas DHs.

Evidencias de| efecto _del Ca” sobre otras enzimas de la

fosforilacidon oxidativa.

En 1985 Moreno-Sanchez reportd que la concentracion de
Ca™ extemo modificaba la velocidad de sintesis de ATP en las
mitocondrias del higado de rata. Esta modulacién era sensible a Pi
¥ Mg™. La concentracién del Ca® extemo afectaba ef contenido de
Ca™ total y era dependiente del tiempo de preincubacién. Los
resultados implfican que el aumento en la concentracién de Ca®*
citosdlico modula fa concentracién del Ca® intramitocondrial y ésta
modula la fosforilacién oxidativa,

Con los sustratos del Ciclo de Krebs, Moreno-Sanchez
(1985) observd una estimulacién de la respiracién en estado 3 al
variar la concentracion de Ca™ externo de 10° M a 10° M,
implicando a las deshidrogenasas como puntos sensibles a esta
estimulacién. Sin embargo, también observd activacién cuando el
sustrato era succinato, desligando el efecto de las deshidrogenasas
dependientes de NAD'. Moreno-Sanchez (1985a), reportd la
relacién ADP/O, indicando que el efecto del Ca™ sobre el estado 3



de la respiracién no se debia al desacoplamiento. Asimismo, el Ca®*
activé un 35% la respiracion desacoplada, es decir, las enzimas de
la cadena respirataria.

El aumento en la concentracion de Ca™ externo (10°M —
10° M), ademds de incrementar la sintesis del ATP, produjo un
efecto reciproco sabre los coeficientes de control de flujo (Co) de Ia
ATP sintetasa {0.20=>0.05) y la translocasa ATP/ADP (0.10=>0.46).

Dentro del andlisis cuantitativo de la teoria del control
metabdlico (Kacser y Bums, 1973; Heinrich y Rapoport, 1974), el
Co indica el grado de control (0=>1; 1=100%) que ejerce una
enzima sobre la via.

La reciprocidad dada en los Co de ia ATP sintetasa y la
ATP/ADP translocasa también se observé en mitocondrias de
coraz6n y de riion de rata al incrementar la concentracion de Ca®
(Moreno-Sanchez ef al, 1991) o al variar la concentracién de
fosfato (Kunz et al., 1988).

En las mitocondrias de corazén de rata en presencia de
sustratos conectados al NADH, se observd una dependencia del
consumo de oxigeno con respecto a la relacisn NADH/NAD®
mitocondrial (Moreno-Sanchez ef al., 1990). £l resultado commobord
lo propuesto por Koretsky y Balaban (1987) para ias mitocondrias
de higado de rata.

En ef trabajo de Moreno-Sanchez ef al. (1990), el aumento
en la concentracion de Ca™ (55400 nM) provocd un aumento en la
respiracién  (120%) con piruvato, paralelo al aumento en la
reduccién del NAD'(P) (28%) mitocondrial. La activacitn directa del
Ca®™ sobre la piruvato deshidrogenasa se obsefva como un
aumento en uno de los productos de ésta, el NADH, vy el
incremento comespondiente en la actividad de la cadena
respiratoria. Sin embargo, al aumentar la concentracion de Ca> de




5 nM a 130 nM, utilizando 2-oxoglutarato (2-0G) 1 mM, se produjo
un incremento en la respiracion de estado 3 entre e! 70 y el 90%,
sin que hubiera un cambio en la reduccién del NAD(P)H, lo cual
indica que tanto antes (productores) como después {consumidores)
def NADH existen enzimas susceptibles al Ca®*.

En las mitocondrias de higado de rata, Murphy et al.
(1990) observaron una estimulacion de ia respiracién en estado 3
del 152.7 % con 1.5 pyM de Ca®* en presencia de succinato con una
Kos de 0.9 puM. Ya que Murphy et al. (1990) no reportaron la
relaciéon ADPI/O, podria ser que el efecto se debiera a un
desacoplamiento inducido por la acumulacién masiva de Ca®* y a su
posterior reciclaje a través de la membrana interna por accién del
intercambiador de H'/Ca®*. Tal estimulacion no se observd en
presencia de TMPD 100 pM como sustrato de la citocromo oxidasa.

La estimulacion de la fosforitacién oxidativa por Ca** con
succinato 5 mM o durohidroquinona 1 mM (92.4% de estimulacién)
involucra a las dos enzimas de la cadena respiratoria, el Complejo
lIl'y la citocromo oxidasa, y a las enzimas del sistema fosforilante.
La respiracién con TMPD sdlo involucra a la citocromo oxidasa y a
las enzimas del sistema fosforilante. Esto les llevd a concluir
(Murphy et af, 1990) que la activacion por Ca® sobre la
fosforilacién oxidativa se daba a nivel del Complejo Il de la cadena
respiratoria. Dicha estimulacion fue sensible a espermina, lo cual
sugiere que la estimulacién observada estd mediada por la
concentracién de Ca®" intramitocondrial.

El efecto activador det Ca* sobre la respiracién en estado
3 en las mitocondrias de higado de rata depende de la temperatura
(Murphy et al, 1980; Moreno-Sanchez y Torres-Méarquez, 1991),

teniendo una maxima estimulacién a 34°C (Moreno-Sanchez y




Torres-Marquez, 1991) cuando se incuban las mitocondrias con
succinato-rotenona durante 6-7 minutos.

Murphy et al. {1990} observaron estimulacion de la
respiracion por Ca®* en mitocondrias desacopladas, a 30°C (18.7%)
y a 37°C (51.8%), implicando un efecto del Ca* a nivel de la
cadena respiratoria o el transporte de succinato, ya que no se ha
encontrado efecto del Ca®™ sobre la succinato deshidrogenasa
(Panov y Scaduto, 1995; Murphy et al. 1988; Hatefi, 1985).

La alla estimulacion observada en el estado 3, en
comparacion con la del estado 4, (Murphy et al., 1990), se atribuyd
a un efecto del Ca® sobre algdn componente del sistema
fosfarilante, como [a ATP sintetasa o el translocador ATP/ADP.

Modulacién por Ca** de la cadena respiratoria.

La regulacién por Ca** de la fosforilacion oxidativa no es
exclusiva de las deshidrogenasas dependientes de NAD®, sino que
existen sitios potenciales del efecto del Ca®. En el trabajo de
Moreno-Sanchez (1985a) la estimulacion que el Ca®* ejercia sobre
la respiracion desacoplada, demostraba que el efecto del Ca** se
centraba sobre las enzimas de la cadena respiratoria.

En las particulas submitocondriates (PSM) de la placenta
humana, con 1 uM de Ca® se estimulé un 56% la actividad de la
NADH-DCPIP reductasa, 133% la actividad de la NADH-Citocromo ¢
reductasa y 162% la actividad de la succinato-citocromo ¢
reductasa (Gardufio ef al, 1992). No hubo estimulacién de la
succinato deshidrogenasa, la citocromo oxidasa y la actividad del
translocador ATP/ADP. Los resultados mostraron que en las PSM
de la placenta humana, el Ca® estimula las actividades de los

Complejos | y lll de la cadena respiratoria.




En las PSM de corazén de bovino se observd que, a
concentraciones milimolares, el Ca** influencia la actividad de la
NADH oxidasa (Kotlyar et al,, 1992} ai estabilizar la forma inactiva
del Complejo | (Kotlyar y Vinogradov, 1990). Sin embargo, con
concentraciones fisiolégicas de Ca®, Panov y Scaduto (1995) no
encontraron estimulacion de las actividades de la NADH
deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa en las PSM de
corazon de rata.

Las mitocondrias de higado de rata presentaron un
incremento en su volumen intemo en presencia de vasopresina y
agonistas a-adrenérgicos, debido al aumento en la concentracion
de Ca® (Halestrap et af, 1986). El aumento en la concentracién de
Ca™ era de origen intramitocondrial, por su sensibilidad al rojo de
rutenio. El aumento en el volumen mitocondrial incrementd el
consumo de oxigeno a nivel de las flavoproteinas y la poza de
quinonas (Halestrap y Dunlop, 1986). Sin embargo, en las
mitocondrias de higado de rata el aumento por Ca** en la reduccion
del citocromo b s6lo se observé en presencia de CoA (Otto y Ontko,
1982), por lo que se sugirid que el sitio de accién de Ca®* era a

nivel de las enzimas de Ja B-oxidacion.

Modulacién del translocador ATP/ADP por Ca®*.

El incremento en el volumen mitocondrial estimuld la

respiracion en estado 3 (Devin ef af., 1996) en las mitocondrias de
higado de rata. Se observd un aumento del AY (155=>185 mV) al
incrementar la osmolaridad. De hecho, tal aumento en la
osmolaridad provoct que la velocidad del estado 3 se aproximara a
la del estado 4, coincidiendo con la elevacion en el AY.

Asimismo, el incremento en la osmolandad

(100=225=400 mosM) disminuyd el coeficiente de control de flujo



del translocador (Coamr)(0.70.5=00.34). Estos resuitados
concuerdan con los reportados por Mildaziene ef al. (1995) en
cuanto a la relacidon existente entre la disminucion de la velocidad
de la cadena respiratoria y la disminucion en el Coanr, ¥ €ON varios
trabajos en donde el aumento de la velocidad de respiracién de
estado 3 y de la fosforilacién oxidativa se acompania de un aumento
del Co del translocador de ATP/ADP (Moreno-Sanchez, 1985a;
Groen et al., 1982). Sin embargo, el efecto cantrario (aumento en la
velocidad y disminucidén en el Co del {ranslocador de ATP/ADP)
también se ha observado con fas mitocondrias de corazdn de rata
(Moreno-Sanchez ef al., 1991; Doussiere et al., 1984).

En las mitocondrias de corazén de rata, el Ca* modulé el
coeficiente de control de flujo(Co) de fa translocasa de ATP/ADP
s6lo en condiciones del 60% de la velocidad del estado 3 de la
respiracion {Mildaziene et al,, 1995). A velocidades altas, el Co de
la translocasa fue cero. Sin Ca”, el Co de la translocasa aumentd
{0.06—-0.30) al incrementar fa concentracion de 2-oxoglutarato
{1510 mM), mientras que con 1 uM de Ca® el Co del translocador
aumentd de 0.53 a 0.63.

Asimismo, con las fres concentraciones de 2-0OG que se
utilizaron, el Ca®*(5 nM=1 uM) incrementé el Co del translocador:
0.06=0.53, con 1 mM; 0.07=0.57, con 5 mM y 0.30=0.63, con 10
mM. Con la 2-OGDH totalmente activada por el sustrato (10mM), el
translocador ejerce un 30% de control en ausencia de Ca*"; y
aumenta con 1 uM de Ca”™, sugiriendo que la estimulacién por Ca®
reside ademds de la 2-OGDH, en algin ofro componente de la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias de corazén. En
condiciones subsaturantes de 2-OG, el Ca®" incrementé el Co del
translocador al activar a la 2-OGDH ya que en ausencia de Ca®" el

control recae sobre esta enzima y el translocador no gjerce control



(Co=0.06). La activacion de la 2-OGDH por el Ca® provoco un
incremento en el control del translocador. Sin embargo, la
disminucién en el Co de una enzima no necesariamente indica la
activacion de ésta, de acuerdo con el control paradéjico propuesto
por Kholodenko y Brown (1996). EI Ca?* sélo estimuld Ja respiracion
desacoplada con 2-oxoglutarato, pero no con succinato, por lo que
los autores {Mildaziene ef al, 1995) sugirieron que el efeclo del
Ca™ era a nivel de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa. Contrario a
esto, Moreno-Sanchez ef al. (1991) reportaron que la activacion de
la 2-OGDH y del ciclo de Krebs por Ca* disminuia
significativamente el coeficiente de controf del translocador,
evidencia de un efecto del Ca® también sobre el translocador.

En un trabajo posterior Mildaziene et al. (1996) reportaron
una estimulacién por el Ca®* sobre la fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias de corazdn de rata. No observaron estimulacién con
succinato. Con 2-0G 1 mM, el Ca™ estimuld un 123% la
respiracion en el estado 3 mieniras que con 2-0G 10 mM sélo
estimulo un 45%. Al determinar la dependencia de la respiracion
por el potenciat membranal, con y sin Ca**, encontraron que el Ca®™
estimulaba tanto al sistema oxidativo como al fosforilante, pero no a
la permeabilidad pasiva a protones. Los autores concluyeron que al
menos para el sistema oxidativo, con concentraciones limitantes de
2-0G, la estimulacién del Ca® se daba a nivel de fa 2-OG
deshidrogenasa. La estimulacion por el Ca** a una concentracion
saturante del 2-0G (10 mM) evidentemente indica un efecto a un
nivel diferente de la 2-OGDH. Esto es apoyado por el resultado
obtenido por Panov y Scaduto (1998) para las mitocondrias de
corazén oxidando glutamato 20 mM, en donde se observd un

incremento significativo de la Vmax de la respiracién (314=°686




ngatO/min/mg) al aumentar la concentracion del Ca* librede 0 a1
uM.

La arsenilacién oxidativa es el proceso que permite el
estudio de la fosforilacion oxidativa sin la participacidon del
translocador de ATP/ADP (Gresser, 1981; Moreno-Sanchez,
1985¢). El arsenato es un andlogo estructural del fosfato. En
ausencia del Pi, el arsenato enfra a la mitocondria a través del
acarreador dé fosfatos. En la matriz, la ATP sintetasa forma el
complejo ADP-arsenato, qué se hidroliza espontaneamente. El ADP
utlizado es el endogeno. El ciclo de sintesis-hidrélisis se observa
como un incremento en e} consumo de oxigeno mitocondrial. El
efecto del arsenato sobre el potencial transmembranal es similar at
del fosfato, es decir, el arsenato incrementa el A¥ al disminuir el
ApH.

Al aumentar la concentracién del Ca® (10 M—10° M) en
las mitocondrias de higado de rata, la arsenilacién oxidativa se
incrementd un 4.8% mientras que en presencia de ADP, la
estimulacién fue del doble (11.4%) (Moreno-Sanchez, 1985b),
implicando al translocador de ATP/ADP como sitio susceptible de la
estimulacion por el Ca®™. La arsenilacién oxidativa (sin ADP
afiadido) fue insensible a carboxiatractildsido, corroborando que en
este sistema, el translocador estd inactive. En cambio, la
fosforilacién  oxidativa fue abatida en presencia de
carboxiatractilésido (CAT) (136—17 nanoatO/min/mg). En la
fosforilacién oxidativa el controf ejercido por el translocador fue alto
{0.31), mientras que la ATP sintetasa tuvo un coeficiente de control
de flujo menor (0.21}.

En cambio, en la arsenilacion oxidativa, e! control ejercido
por la ATP sintetasa aumentd considerablemente (0.74); indicando

que en ausencia del translocador, el control se desvia hacia la ATP




10

sintetasa; ya que en la arsenilacion oxidativa el control ejercido por
las enzimas de la cadena respiratoria es practicamente cero
{Moreno-Sanchez, 1985b), y entonces, en condiciones normales
{fosforilacidn oxidativa) uno de los puntos de control de la via es el
translocador de nucledtidos de adenina.

Esta distribucién del contral tiene lugar en el estado
estacionario, ya que al aumentar |a velocidad de fosforilacién
(incrementando la concentracion de Pi) e! control ejercido por el
translocador aumenta mientras que el control de la ATP sintetasa
disminuye. El control de esta dlima enzima también va
disminuyendo al incrementar la arsenitacion oxidativa (aumento de
arsenato) (Moreno-Sénchez, 1985b). Los resultados sugieren que
tanto el Ca® como el Pi son factores que modulan la fosforilacién
oxidativa via la ATP sintetasa o el translocador de nucledtidos de
adenina.

El translocador de las mitocondrias de corazén de bovino
fue purificado e incorporado en liposomas (Krémer et al., 1986). Se
observé una activacién por el Ca® del transporte de nucleétidos de
140 hasta 1075 umolfg/min (6-7 veces), con una Kgs de 100 uM.
Tal efecto del Ca® no fue reproducible en las mitocondrias intactas,
a menos que se eliminara [a membrana externa con digitonina, lo
cual podria corroborar la hipétesis de que la translocasa esta
fisicamente unida a la membrana externa via la creatina cinasa
mitocondrial (MiCK) {Saks, 1995).

De hecho en la actualidad se ha postulado (Beutner et al.,
1996; Bruslovetsky y Klingenberg, 1996} la existencia de un
macrocomplejo formado por el translocador, la MiCK, la hexocinasa
y ta porina que con concentraciones suprafisiolégicas de Ca®* (100
MM=1 mM} se comporta como un canal y cuyos componentes, la
porina y el translocador {Beutner et al., 1998) forman el 'poro ala
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transicion de la permeabilidad membranal. se sugiere que la unién
del Ca®™ a este complejo es a través de las cardiolipinas que se
encuentran unidas al translocador (Brustovetsky y Klingenberg,
1996), pero no existe una evidencia directa de la interaccidon del

Ca”" sobre la translocasa.

Modulacién de la ATPsintetasa/ATPasa por el Ca®’.

Las células productoras de! esmalte de los dientes,

manejan altos contenidos de Ca™. Este tejido es el mas calcificado
(60% calcio/masa). Se identificd una proteina que une Ca® con
moderada capacidad y baja afinidad en estas célutas como la
subunidad f catalitica del complejo F, de la ATP sintetasa
mitocondrial (Hubbard y McHugh, 1996). De manera similar, se
observo la unién del Ca® sobre la subunidad B de la ATP
sintetasa del cloroplasto asi como sobre la subunidad c de la
FoATPasa de E. coli (Zakharov et al., 1996). Se sugiere que el Ca®
interviene en el mecanismo del flujo de protones a través de la Fo.
No se observé la fijacidn del Ca® sobre la preparacion purificada
de FoF; mitocondrial de corazén de bovino (Zakharov et al., 1996).
Aungue las concentraciones de Ca® utilizadas fueron de orden
suprafisiologico (5-50uM), el posible papel del Ca* sobre la ATP
sintetasa implica mecanismos reguladores distintos a los
encontrados por la IF; (proteina inhibidora de la ATPasa), ya que la
subunidad  forma parte constitutiva de |a proteina mientras que IF,
es un péptido que esta asociado a ésta.

Se encontré que una proteina inhibidora de la ATPasa del
musculo esquelético de ia rata diferente del péptido de Pullman y
Monroy, es capaz de unir Ca® {(Yamada el a/., 1981). Sin embargo,
el patron electroforético de la proteina inhibidora, debido a un

equilibrio de! monémero al dimero sélo fue modificado por Ca®* con
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concentraciones milimolares (0.1 y 1 mM). S6lo en presencia de 1
mM de Mg” se pudo observar la formacién del dimero con una
concentracion baja (0.1 pM) de Ca®™. La presencia de Ca®' en el
patron electroforético del inhibidor convirtié el monémero a su forma
activa dimérica, sin embargo, es necesaria la presencia de Mg".
Dadas las diferentes concentraciones de ambos cationes, se
propuso que el inhibidor presenta distinlos sitios de unién a
cationes. Sin embargo, Klein ef al. (1982) no encontraron efecto del
Ca’" sobre la interconversién de monémero a dimero.

El Ca® (0=1 uM) estimuld la actividad de la ATPasa
(0.33=22.88 pmolimin/mg) y disminuyd la actividad de la ATP
sintetasa  {0.12=20.04 nmol/min/mg) sblo en las particulas
submitocondriales suplementadas con la proteina inhibidora de la
ATPasa, CaBl (Yamada y Huzel, 1989). En las particulas carentes
de la CaBl el Ca® no tuvo efecto. Se concluyd que la actividad de
la proteina inhibidora (CaBl) de la ATPasa era modulada por Ca®*.

En cardiomiocitos de rata se observ6 una estimulacién por
Ca® (62%) sobre la hidrdlisis de ATP (Das y Harris, 1990b). Esta
estimulacion fue sensible al rojo de rutenio, implicando al Ca®
intramitocondrial como elemento regulador. Los autores sugirieron
que la estimulacién del Ca® sobre la enzima podia darse por
incremento en el Apy" © a través de la proteina inhibidora de Ia
ATPasa, IF,. De igual forma, Gardufo ef a/. (1992) observaron una
estimulacion del 250% de Ia actividad de ATPasa en presencia de 1
MM de Ca® en mitocondrias aisladas de placenta humana.

En mitocondrias de musculo cardiaco de perro se observé
un efecto paraddjico del Ca® (Rouslin y Broge, 1989). El aumento
en la concentracion de 10 nM a 500 pM de Ca*
disminuy&(48—37%) el desplazamiento del sitio de unién de la
proteina inhibidora de la ATPasa, pero hubo una activacion de la




13

hidrélisis de ATP (3—4 umolesimin/mg). La reactivacién de la
ATPasay la liberacién de la IF, disminuye en presencia de 2 mM de
MgATP y es sensible a pH. Los autores sugirieron que la
estimulacién por Ca® de ta hidrolisis del ATP parece ser
independiente de la salida de fa IF,, sin conocerse el mecanismo
exacto.

Cabe sefialar que sdlo se ha observado ef efecto del Ca®*
sobre la ATPsintetasa en condiciones de hidrdlisis, pero no sobre la
actividad sinlélic_;a; de hecho la asociacién de la IF, a la enzima
bloquea la hidrélisis pero no tiene efecto sobre la sintesis
(Khedjaev ef al., 1990).
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OBJETIVO

Establecer las condiciones éptimas para la maxima estimulacién de
la fosforilacion oxidativa por el Ca®™ cuando se utilza succinato

como sustrato.

Identificar a las enzimas de la fosforilacién oxidativa que se

estimulan por el Ca** cuando se utiliza succinato como sustrato.

HIPOTESIS

Las evidencias presentadas muestran que el aumento en la
concentracion de Ca” intramitocondrial estimula la sintesis de ATP
aun sin la participacién de las deshidrogenasas sensibles al cation.
Cabe esperar que dicha estimulacion sea a nivel de los dos
sistemas, el oxidativo y el fosforilante.

Dada la estimulacién de la hidrélisis por Ca* sobre la ATP
sintetasa, mas no sobre su sintesis, y dado el control que ejerce el
translocador sobre la sintesis de ATP (coeficientes de control de
flujo y control cinético via ADP), a nivel del sistema fosforilante, el
blanco potencial del Ca** seria |a transiocasa de los nucleétidos de
adenina.

Las evidencias muestran que el blanco del Ca®* sobre la cadena
respiratoria tiene lugar a nivel del Complejo Ill, pero no se descarta
la participacion del transpartador det succinato.
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METODOLOGIA

Aislamiento de mitocondrias de higado de rata

Se llevo a cabo segln lo descrito por Mareno-Sanchez ( 1985} con
algunas modificaciones. Una rata Wistar de 200-300 g se ayund durante 24
horas, para agotar el glucogeno del higado que sedimenta con las
mitocondrias. El dia del experimento, la rata permanecié una hora en el
cuarto frio, para aumentar la degradacion del glucogeno. La rata se sacrificd
por golpe y dislocacion cervical. Répidamente el higado se extrajo y se
colocd en solucién SHE (sacarosa 250 mM, Hepes 10 mM y EGTA 1 mM) a
4°C. Se tritur6 e! tejido y lavd dos veces con la misma solucién. Se cortd
finamente con tijeras y se homogenizé con un vastago de tefién a razén de
15 bajadas lentas del vastago por medio higado.

El homogenado se centrifugd durante 10 minutos a 2,500 rpm. El
sobrenadante (sn) resultante se centrifugd a 9,000 rpm durante 10 minutos,
La pastilla obtenida se resuspendié en el medio SHE con MgCl, 1 mM, ADP
1 mM y BSA (albdmina de suero bovino deslipidada) al 0.2% y se incubd
durante 10 minutos a 4°C con agitacion ocasional. Se llevé a volumen
maximo (35ml) cada tubo con solucién SHE y se centrifugd a 8,500 £pm
durante 10 minutos. La pastilla resultante se resuspendié en 1 ml de medio
SHE para dar una concentracién de la proteina de 40-60 mg/mi. El
rendimiento por medio higado fue de 200-300 mg totales de proteina

mitocondrial.

Determinacion de la proteina mitocondrial.

Se realizo por el método de Biuret, utifizando alblimina bovina

como estandar.
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Medicién del consumo de oxigeno.

La actividad de la cadena respiratoria se midid utilizando un
oximetro YSI-5300 con un electrodo tipo Clark. La camara del oximetro se
adapté a un bano de temperatura regulada a 34°C. Las mitocondrias se
incubaron durante 7 minutos en presencia de Pi 2 mM, MgCl; 0.6 mM,
succinato 5 mM, rotenona 1 uM y concentraciones crecientes de Ca®* en el
medio KME (KC! 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 1 mM). Al cabo de este
tiempo se afadié ADP para registrar el estado 3 de la respiracion. Para los
experimentos de respiracion desacoplada, se anadieron 100-500 pmgoles de
oligomicina a los 6 minutos y medio, seguidos de un exceso de ADP y a los
7 minutos se agreg6 1.1 p! de CCCP 0.5 mM y se registré el consumo de

oxigeno.

Amortiguadores de Ca>/EGTA y Ca**/HEDTA.

Para controlar las concentraciones de Ca® libre se utilizaron

amortiguadores de Ca”, segun lo descrito por Mereno-Sanchez et al (1993).
La concentracién de Ca® libre con el amortiguador Ca*/EGTA varié de 50
nMa1 uMy con el amortiguador Ca*/HEDTA vari6 de 50 nM a 2 pM.

Cuantificacion de |a sintesis de ATP.

La sintesis de ATP mitocondrial se cuantifico por un método
radioactivo, utilizando *P. El método de extraccién se realizé con molibdato
de amonio y acetato de butilo en presencia de acetona. La radioactividad se
midid6 como cuentas por minuto (cpm) Y se expresd en nmoles de
ATP/min/mg. Las mitocondrias (0.75 mg/m!) se incubaron en KME con
succinato 5 mM, rotenona 1 pM, Pi 2 mM (**P, 0.8-1.2 x 10° cpm/ml) y MgCl,
06 mM a 34°C en un bafio con agitacién constante y con las
concentraciones de Ca® indicadas en la seccién de “Resultados y
Discusién®. A los 7 minutos se afiadid un exceso de ADP. A los 2 minutos
siguientes la reaccidn se detuvo con 200 pl de TCA {acido tricloroacético) al
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30% (p/v) y a 4°C. Se centrifugd durante 5 minutos a 2500 rpm. Se transfirio
un ml del sobrenadante y se le agregd un ml de molibdato de amonic (5% /
H,S04 5N). La mezcla se incubd por 2 minutos a 30°C. Se agité en un vortex
vigorosamente durante 30s. De las dos fases perfectamente distinguibles,
se extrajo |a fase superior. A la fase inferior acuosa se le agregaron 1 mi de
acetato de butilo, 0.2 ml de acetona y 6 pl de Pi 1 M. Se incubd nuevamente
a 30°C durante 2 minutos y se agitd vigorosamente y extrajo la fase
superior. Este procedimiento fue repetido {ya sin Pi) hasta que las fases
estuvieron completamente incoloras (4-5 extracciones por tubo). Se
agregaron 5 ml de H.0 como medio ionizable para que la radiacién B de aita
energia se convierta en B de baja energia (tritio), con lo que ya no es
necesario utilizar liquido de centelleo como sefal amplificadora. Este efecto

se conoce como radiacidon Cerenkov.

Determinacién del potencial transmembranal con safranina.

La safranina es un catién lipofilico que se distribuye a través de la
membrana, de acuerdo con la ecuacion de Nernst. El empaquetamiento de
este cation en la matriz mitocondrial provoca un cambio en la absorbancia,
mismo que es registrado en un espectrofotdmetro de doble longitud de onda
a 554-520 nm (Akerman y Saris, 1976; Zanotli y Azzone, 1980). Se
incubaron las mitocondrias en medic KME con safranina 5 uM y en las

condiciones sefaladas en la seccion de “Resultados y Discusion™.

Medicién del potencial transmembranal con TPP*.

La diferencia de potencial eléctrico éenerado por la actividad de la
cadena respiratoria se midié con tetrafenilfosfonio tritiado. Esta molécula se
distribuye de acuerdo con la ecuacién de Nernst. Entre mayor sea el
potencial negativo interno generado, mayor serd la incorporacién de! TPP*
hacia el interior de la mitocondria. Las mitocondrias (1.5 mg/ml) se
incubaron en 0.5 ml de KME con los substratos mencionados anteriormente
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y 0.8 uM de [’H}-TPP* (0.25mM=99,862 cpm/nmol). A los 7 minutos se
afiadid ADP en exceso. A los 2 minutos siguientes se detuvo la reaccion
centrifugando rapidamente a 14,000 rpm durante 1 minuto. Se  tomaren
150 I del sobrenadante y el resto se adsorbié con un cotonete. La pastilla
se depositd en hielo. Las pastillas se solubilizaron con Tritén X-100 al 1% o
8DS al 1%. Las pastillas solubilizadas y sus sobrenadantes respectivos se
transfirieron a unos viales. Se les afnadid 1 ml de etanol y se agregaron 5 mi
de liquido de centelleo. Las muestras se leyeron en un contador de
centelleo. Se aplicaron las correcciones de !a ecuacion de Nernst
propuestas por Rottenberg (1984) para mitocondrias de higado de rata. Esta
ecuacion toma en cuenta los coeficientes de particidn del TPP* a ambos
lados de la membrana interna mitocondrial:

A¥=60.5l0g (R Vo-Ko'/Vi+Ki);

Vo = 150ul, Ko’ = 14.3, Vi= 1.5ml, Ki'= 9.7 y R = cpm botén / cpm sn.

Medicidn de la arsenilacidn oxidativa.

El arsenato es un andlogo estructural de! fosfato. Este analogo
entra a la mitocondria a través del acarreador de fosfatos. En ausencia de
fosfato, la ATP sintetasa toma al arsenato y lo une al ADP enddgeno
creando el complejo ADP-arsenato. Este complejo se hidroliza
espontaneamente en la matriz mitocondrial, creandose un ciclo de sintesis-
hidrdlisis, responsable del incremento en la respiracion. Las mitocondrias se
incubaron en presencia de succinato 5 mM, rotenona 1 pM y MgCl, 0.6 mM,
en presencia y ausencia de CAT (carboxiatractilésido} y/o Ca®**/HEDTA,
durante 6 minutos. A este tiempo se agregé 5 mM de arsenato + ADP. Se
registrd el consumo de oxigeno en las condiciones mencionadas con

anterioridad.
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Método enzimatico para la medicién de ATP.

Este método se basa en que la hexocinasa fosforila a la glucosa
en glucosa 6-fosfato con gasto de ATP. La glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa conviete a la glucosa 6-fosfato en 6&-fosfoglucono -
factona. Esta enzima requiere de NAD'P. Asi, por cada ATP consumido se
produce un NADPH. Las mitocondrias se incubaron bajo las mismas
condiciones que para la medicion de la sintesis de ATP, excepto que se
anadieron 100 pl de PCA al 30% (&cido perclérico) en vez de TCA. El
sobrenadante obtenido después de la centrifugacion se neutralizé6 con la
mezcla de tri-n-octilamina y triclorotrifluorcetanc 1:1 (Khym, 1975). De esta
mezcla, previa agitacion en vortex, se obtuvieron 3 fases. Se tomo la fase
acuosa superior y se congeld a -70°C. El dia de la lectura, se
descongelaron las muestras. Cada muestra se afadid a un medio
compuesto por Hepes 0.1 M pH 8, 20 ut de glucosa 1 M, 20 ul de NAD'P 20
mM, 8 ul de MgCl; 1 M y 10 pl de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de
Leuconosfoc mesenteroides (2 mg/ml; >750 unidades de NAD/mg) . La
reaccion se inicié con 20 pl de hexocinasa (1mg/ml; 130-250 unidades/mg)

&n un espectrofotdmetro de doble haz a 340 nm, para seguir la formacién de

NADPH. Cada curva fue calibrada con ATP externo. Utilizando el
coeficiente de extincién del NADH, 622 M', se calculd el ATP en

nmoles/min/mg.

Actividad del citocromo bed.
La actividad del complejo Il mitocondrial se determiné come

porcentaje de reduccidn de éste, en presencia de succinato y de substratos
artificiales donadores del bc,, tanto en estado 4 como en estado 3 de la
respiracion. Las mitocondrias fueron incubadas en medio KME con el
substrato indicado, Pi 2 mM, Mg 0.6 mM y rot 1 pM, con concentraciones
crecientes de Ca/HEDTA. A los 7 minutos se afadid ADP. Se cbtuvo el
minimo de reduccién al afiadir 4 pl de CCP 0.5 mM. E! maximo fue obtenido
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en presencia de antimicina y ditionita. La reduccion del citocromo b fue
medida a 34°C utilizando un espectrofotémetro de doble haz a 560-575 nm
de longitud de onda, registrando la absorbancia en funcion del tiempo, tal

como se muestra en la Fig. 1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El efecio de la temperatura y tiempo de preincubacion sobre la respiracién

mitocondrial.

Durante el aislamiento de las mitocondrias, éstas son expuestas a
altas concentraciones de Ca®* (Létscher et af,, 1980) por tante, es necesario
preincubarlas durante ciertos minutos para disminuir su concentracion a
niveles fisiologicos (5-20 nmolesfmg proteina mitocondrial). Ei tiempo de
preincubacién sobre fa velocidad de respiracion esta influenciado por la
temperatura. En 1991, Moreno-Sanchez y Torres-Marquez reportaron una
temperatura de 34°C para obtener el éptimo de estimulacién por Ca** sobre
el estado 3 de la respiracion mitocondrial. Esto fue corroborado en el
laboratorio por Ménica Carmona en 1993,

Esta alta concentracién de Ca® enddgeno impidic que, por
ejemplo, en mitocondrias aisladas de placenta humana, con succinato, no
se observara estimulacién por Ca® (0=1 pM) sobre el estado 3 de la
respiracion mitocondrial (Gardufio ef al, 1992). Las mitocondrias de
placenta humana tienen un alto contenido de Ca®* (Martinez et a/., 1987)
por lo que podria ser que tanto el tiempo de preincubacion ( 5 minutos )
como la temperatura (25°C) hayan sido insuficientes para depletar el Ca*
endégeno. Para mitocondrias de higado de rata se ha establecido (Moreno-
Sénche;z y Torres-Marquez, 1991) un tiempo de preincubacion de 7 minutos
y una temperatura de 34°C para observar una maxima estimulacion por

Ca”
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Figura 2. EFECTO DE LA TEMPERATURA Y EL TIEMPO
DE PREINCUBACION EN LA RESPIRACION MITOCONDRIAL

Las mitocondrias {1mg/mi) fueron incubadas en KME, succinato 5mM,

rotenona 1pM, Pi 2mM, I'\/Ig2+ 0.6mM £0.3uM de Ca®" durante el tiempo y
la temperatura indicados. El ADP se afadid a los minutos indicados, registrandose

el consumo de oxigeno en el estado 3. A) 34°C, circulos, sin Ca*", puntos, Ca®*
B) a 34 y 37°C. Se indica el control respiratorio. C) Se indican la estimulacion

méxima del Ca®*, en porcentaje.
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La velocidad de consumo de oxigeno disminuyé conforme se
aumento el tiempo de preincubacion (Fig.2B) tanto a 34 como a 37°C con
cierto desacoplamiento hacia fos 10 minutos (estado 4, Fig.2A). En
presencia de Ca®, la disminucién de la velocidad es menor, encontrandose
una estimulacidn mayor (57%) a los 7 minutos de preincubacion,
corroborando lo reportado por Moreno-Sanchez (1985) quien encontro una
estimulacion del Ca® del 38.6% cuando las mitocondrias se preincubaron
durante 7 minutos.

Al realizar las curvas en presencia de Ca® a 37°C, sdlo era
necesario preincubar durante 5 minutos; sin embargo, a esta temperatura
las mitocondrias se voivian labiles, por lo que un ligero aumento en la
concentracién de Ca* las desacoplaba. Al disminuir la temperatura de 37°C
a 30°C fa estimulacion en presencia de succinato disminuyo
considerablemente {16.4%), contrario a lo reportado por Moreno-Sanchez
{1985), que a 30°C observd una estimulacioén del 83% con este sustrato. A
37°C, Johnston y Brand (1987) no encontraron efecto del Ca®* (0.75—-820
nM) con ninguna de las concentraciones de succinato empleadas. Panov y
Scaduto (1996) tampoco encontraron estimulacién por Ca®™* de la
respiracién en estado 3 ni en et A¥ en presencia de 5 mM de succinato.

Por tanto, la temperatura y tiempo de preicubacién donde se
encontrd un efecto éptimo del Ca®* sobre el consumo de oxigeno fueron

34°C y 7 minutos de preincubacion.

Efecto del fosfato.
Uno de los metabolitos involucrados en el sistema fosforilante es

el fosfato. Este metabolito interactia con dos de las enzimas de este
sistema; ef acameador de fosfalos y la ATP sintetasa. La enirada de fosfato
{(H:POJ) en intercambio con OH o en cotransporte con protén, colapsa el
ApH, transduciéndose en un incremento en el AY. La Km para el fosfato en

mitocondrias de higado es de 1-2 mM. Se evalué el efecto del incremento
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Figura 3. .Efecto del fosfato sobre la estimulacién
de la fosforilacién oxidativa por Ca®*

Las mitocondrias se preincubaron a 34°C durante 7 minutos
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en KME, Succinato 5 mM, rotenona 1 uM, Mg?* 0.6 mM, en presencia

y ausencia de Ca*'. Se agregé ADP a los 7 minutos. A los 9 minutos
greg

la reaccién se detuvo con 2004l de TCA al 30%. Se cuantifico |a sintesis

de ATP por el método radioactivo.
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en fosfato sobre la sintesis de ATP mitocondrial tanto en presencia como en
ausencia de Ca™. La concentracion de Ca® utilizada (0.426 uM) fue con la
cual habia una estimulacién méaxima del consumo de oxigeno.

Se observd una estimulacion de la sintesis de ATP al aumentar la
concentracion de Pi de 0.5 mM (7Onmoles/min/mg) a 8 mM {135
nmales/min/mg) (circulos, Fig.3). Se did también un aumento en la sintesis
de ATP, en presencia de Ca® de 110 nmoles hasta 180 nmoles
ATP/min/mg cuando se increment6 la concetracion de Pi de 0.5 mM hasta 8
mM (puntos, Fig.3). Aun con la enzima completamente saturada (circulos, a
partir de Pi B mM), el efecto estimulador de! Ca* fue cbservable. Ya que
este acarreador es el mas rapido en las mitocondrias de higado (Coty y
Pedersen, 1975), ademés de estar en mayor concentracién que ia mayoria
de las enzimas mitocondriales (Fonyo y Vignais, 1980), nos permite sugerir
que el efecto del Ca®™ sobre la fosforilacion oxidativa no es a nivel del
acarreador de fosfatos. Si existe estimulacién a nivel del sistema
fosforilante, entonces las otras dos enzimas quedan como los probables

blancos del Ca®*.

Efecto del Mg**.
El Mg™* es un inhibidor competitivo de la entrada de Ca?* {Akerman

y Nicholls, 1983; Crompton, 1985). Con el uso de indicadores fluorescentes
y NMR se ha demostrado que la concentracién de Mg** citosélica varia en
un intervalo de 0.3-0.8 mM (Corkey et al., 1986; Jung y Brierley, 1986). Para
Que una enzima pueda ser reguladora, alguno de los metabolitos
involucrados con su actividad debe variar al existir un estimulo. Con el
ad\{enimiento de nuevas lécnicas, se ha establecido que el Mg® presenta
variaciones dependientes de algun estimulo fisiologico y, es probable, que
las enzimas cuya .actividad dependa de Mg® puedan ser enzimas
reguladoras. De hecho, se ha observado una estimulacién de la sintesis de
ATP por Mg®* (Kes=0.13 mM) {Moreno-Sanchez et al., 1997) en mitocondrias
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Figura 4. Efecto del Mg®" sobre la fosforilacién oxidativa

N . 2+
en presencia y ausencia de Ca“".
Las mitocondrias se preincubaron a 34°C durante 7 minutos en KME,
succinato 5 mM, Pi 2 mM, rotenona 1 uM y concentraciones crecientes.

de Mgz". Se registrd el consumo de oxigeno en estado 3 al afiadir ADP,
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de corazén de rata. En estas mitocondrias, la estimulacién de Ia
fosforilacién oxidativa se debe a la activacién de la 2-OGDH por el Mg?*.

El verdadero sustrato de la ATP sintetasa es el Mg-ADP (Kozlov y
Skulachev, 1977} y el sustrato del translocador de nucledtidos de adenina
es el ADP libre. Cabe esperar que un incremento en la concentracion del
Mg® promueva una activacion de la ATP sintetasa mientras que la
disponibilidad de ADP disminuya, haciendo iimitante al translocador.

En las mitocondrias de higado de rata no se observé estimulacion
del consumo de oxigeno en estado 3 al variar la concentracién del Mg®* de
0 a 2 mM (circulos, Fig.4) ni en presencia de una concentracién estimulante
de Ca® {puntos, Fig.4). La estimulacion de la respiracién por el Ca®* es
independiente de la concentracién del Mg¥, hasta 2 mM (Fig.4). En nuestro
sistema se excluye a ia 2-OGDH y, por tanto, &l probable efecto del Mg*
sobre la sintesis de ATP; sin embargo seria conveniente determinar se
existen variaciones del Mg* en el higado, como se ha observado para el
corazén. En mitocondrias de higado de rata, es importante sefialar que los
blancos potenciales del Ca®* son selectivos para éste y no para otro catién
divalente como el Mg*" (Figura 4).

Efecto de la espermina.

La espermina es una poliamina que a bajas concentraciones actia
como activador de la entrada de Ca® (Nicchitta y Williamson, 1984),
Evaluamos el efecto de la espermina sobre la curva de estimulacién por
Ca® (Fig. 5). Se observé un desplazamiento de la curva de estimulacién
hacia la izquierda, indicando que con concentraciones menores de Ca*, se
alcanzaba la maxima estimulacion, en presencia de 0.5 mM de espermina.
El efecto de la espermina sobre ia respiracién en el estado 3, fue observado
por Murphy et al.. (1990) en mitocondrias de higado preincubadas con Ca**.

La modulacion del transporte de Ca** hacia el interior de la matriz

mitocondrial por espermina es una evidencia indirecta de que el Ca®
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Figura 5. Efecto de la espermina sobre la estimulacion

de la fosforilacion oxidativa por ca®".

Figura 5. Se preincubaron las mitocondrias durante 7 minutos a
34°C en KME, succinato 5 mM, rotenona 1 pM, MgCI2 06mMy

Pi 2 mM, en presencia de espermina 0.5 mM. Se determiné la
sintesis de ATP por el método radioactivo.
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intramitocondrial es el que ejerce la estimulacion sobre la fosforilacion

oxidativa.

Estimulacién de la fosforilacion oxidativa por Ca®".
Las mitocondrias de higado de rata sinfetizaron 130 nmoles de

ATP/min/mg aproximadamente. En presencia de 025 pM de Ca” Ia
sintesis de ATP aumentd hasta 206.8 nmoles (Figura 6A). El Ca®* estimuld
un 57% la fosforilacion oxidativa en presencia de succinato, con una Kes de
0.17 pM. Este resultado corrobora el obtenide por Moreno-Sanchez (1985) a
30°C en el cual se did una estimulacion de la sintesis de ATP con succinato,
de aproximadamente 70.7% en las mitocondrias preicubadas por 5 minutos.
La estimulacién del Ca® sobre el estado 3 de la respiracidon con succinato 5
mM, sin que existiera cambio en el estado 4, y sobre la sintesis de ATP
presentd un maximo con 1 UM de Ca**mientras que con 5 pM se daba un
efecto inhibitorio. En nuestras condiciones, se did una sensibilidad mayor
por el Ca* ya que el efecto desacoplante e inhibitorio se observo a partir de
0.4 uM de Ca®. Las diferencias observadas pueden deberse al tiempo de
preincubacion y la temperatura utilizados en cada disefio experimental.

Una de las evidencias de que el Ca® puede estimular a la
fosforilacidn oxidativa al activar enzimas que no son las DHs, es la de
observar activacion de la sintesis de ATP por Ca® cuando el sustrato es
succinato, Otra de las evidencias la observaron Moreno-Sanchez ef af,
(1990,1991), al graficar el porcentaje de reduccién del NAD*(P)H contra el
porcentaje de la respiracion en estado 3, en mitocondrias de corazdén de
rata. Los autores observaron que la curva en presencia de Ca® se
desplazaba hacia la izquierda de la curva que tenia diferentes
concentraciones de 2-0G. El porcentaje de activacién del Ca** sobre el
consumo de oxigeno en todos los casos probados fue mayor que el
porcentaje de reduccién del NAD'(P)H, lo cual indica que, ademas de las

DHs, se estdn activando ofras enzimas. Con base en los resultados
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observados (Moreno-Sanchez ef al., 1990; Moreno-Sanchez et al,, 1991),
los autores sugirieron que el Ca® ademas de estimular a las DHs,
estimulaba a ofros niveles, como son las enzimas de la cadena respiratoria
y/o las enzimas del sistema fosforilante. Contrario a lo encontrado por
Moreno-Sanchez (1990,1991), Panov y Scaduto (1996) reportaron que el
aumento en el % de estimulacién det NAD*(P)H por Ca®* no correspondia
con un incremento en el consumo de oxigeno en estado 3. Asimismo, sdlo
se observé una activacion por Ca®* del AV en presencia de ADP; es decir,
que sdlo en condiciones de estado 3 de la respiracion el Ca® ejerce una
activacion sobre la fosforilacion oxidativa. EI aumento en la concentracion
de sustrato provocd una estimulacién de la respiracién en presencia de
ADP. La respiracion mitocondrial en corazdn fue altamente dependiente de
ADP y Ca”. La mayor estimulacion fue observada con glutamato. No hubo
efecto del Ca®* sobre la reduccion del NAD'(P), el Ay o la respiracién con 2-
OG 10 mM, que es una concentracién saturante, por lo que se concluyd que
el efecto del Ca® era a nivel de la 2-0G deshidrogenasa exclusivamente.
Las diferencias entre el trabajo de Moreno-Sanchez ef al. {1990,1991) y
Panov y Scaduto (1996) pueden deberse a los disefios experimentales; ya
que los experimentos con ADP, de Panov y Scaduto (1996), involucraron el
sistema regenerante de glucosa-hexocinasa (x 1 uM Ca®) mientras que
Moreno-Sanchez ef af, (1980,1991) utiliz6 una misma concentracion de ADP
con concentraciones crecientes de Ca®. A la misma concentracién de 2-
0OG 10 mM, (100% de respiracién en estado 3) se observé un 37% (Moreno-
Sénchez et al,, 1990) y 72% (Panov y Scaduto, 1996) de reduccitén de
piridin nucledtidos.

El efecto activador del Ca®* sobre la fosforilacion oxidativa se ha
observado en mitocondrias de higado de rata. La evidencia en corazdn no
ha sido contundente. Las diferencias observadas pueden deberse al
metabolismo energético de cada 6rgano; las mitocondrias de higado, en

presencia de succinato, consumen oxigeno a velocidades menores (60-100
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Figura 6. Estimulacién de la sintesis de ATP por Ca**

Las mitocondrias se incubaron como se describié en la Figura 5, en presencia
de hexocinasa, glucosa 10 mM y ¥Pi. A los dos minutos de fosforilacién,

se detuvo la reaccion con 200 pl de TCA al 30%. Se centrifugd durante 5
minutos a 2500 rpm. El sobrenadante se transfirid y proceso para la extraccion,
como se describid en la seccion de la "Metodologia®.
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Figura 6. ESTIMULACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL POR ca®'
Las mitocondrias se incubaron como se describioen la Figura 5. Alos 7
minutos de incubacion se agregaron 300-500 nmoles ADP para iniciar el
estado 3 de la respiracién. Se siguio el registro hasta el regreso al estado
4 de la respiracién. Se calibré con ditionita al final de cada trazo. La
relacion ADP/O se obtuvo al dividir la nmoles de ADP afiadidos entre los
ngatomos de oxigeno consumidos durante el estado 3.
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ngat® / min / mg) que las de corazdn (300-500 ngatO/min/mg). La
concentracién de la F, ATPasa es menor en el higado (0.12 pmol/mg
proteina) que en e corazdn (0.27 pmolimg proteina) (Bertina et af., 1973).
La concentracién del translocador también es menor en el higado (0.2-0.3
umollg proteina) que en el corazén (1-1.2 pmol/g proteina) (Block et af.,
1980). Esto implica que la proporcién del translocador/F,ATPasa es menor
en el higado (2) que en el corazdn (4.5); en las milocondrias del higado de
rata, el control recae principaimente en el translocador de ATP/ADP y el
transporte de sustratos mientras que en las mitocondrias del corazén, el
control recae sobre la ATP sintetasa y el complejo 1, lo cual explica la
reciprocidad observada {Moreno-Sanchez, 1985) en los coeficientes de
control de ambas enzimas en presencia de Ca®".

Las mitocondrias de higado de rata, con succinato, mostraron una
velocidad de consumo de oxigeno en estado 3 de 70 ngatO/mirymg en la
ausencia de Ca® y de 149 ngatO/min/mg con 0.6 uM de Ca®" libre (Fig. 6B).
Al obtener la relacion P/O (Tabla I), es decir, las nmoles de ATP sintetizado
por oxigeno consumido, la P/O del control (1.84) disminuyd a 1.38 en la
condicidn de méaxima estimulacion. Con concentraciones cercanas at 1 M
de Ca® la P/O disminuyé drésticamente hasta 0.22. Las relaciones P/O para
la estimulacion de la fosforilacidon oxidativa por el Ca®* se muestran en la
Tabla |.

La P/O disminuy¢d drasticamente debido a que las curvas de
sintesis de ATP y respiracidn en estado 3 muestran Kgs diferentes. La
sensibilidad por Ca** es mayor en cuanto a la sintesis que a |a respiracion.
Hacia el punto dptimo de la curva de respiracién, la activacién es igual que
el desacoplamiento e inhibicidn. Esto se comprueba con la relacién ADP/O,
que disminuye a partir del punto maximo de estimulacién (0.6—0.8 1M de
Ca”"; Fig.6B). En cambio, al medir la sintesis de ATP directamente, s6lo se
esta registrando el efecto activador del Ca” y el desacoplamiento e

inhibicién se registra como la disminucién en la eficiencia del sistema, es
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TABLA |. Efecto del Ca®* sobre la relacion P/C en las mitocondrias
del higado de rata.

[Ca®/HEDTA]

(LM) P/iO
0.00-0.02 184 081
0.05-0.10 210 +106
0.11-0.20 211 %112
0.21-0.30 182 +0.71
0.31-0.40 136 1084
0.41-0.50 0.95 +0.94
0.51-0.60 077 +046
0.71-0.80 0.53 049
0.81-0.90 0.55 $050
0.90-1.10 022 017

Las relaciones P/O se calcularon al dividir las nanomoles de ATP obtenidas
de los experimentos de sintesis de AT®P entre los ngatO/min/mg obtenidos
de los experimentos de la respiracion en el estado 3, por oximetria. Para la
division, las concentraciones de Ca” fueron agrupadas en intervalos, como
se muestraen la Tabla !l
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decir una disminucién en los nmoles de ATP sintetizado. A partir de 0.4 pM
de Ca®, la P/O disminuye drésticamente mostrando que al efecto de
desacoplamiento se une fa inhibicidn de la via por dafio mitocondrial. Esta
inhibicién por concentraciones mayores de Ca”* fue observada por Moreno-
Sanchez (1985) para mitocondrias de higado.

Bajo condiciones de 100% del estado 3 de la respiracion, a 34°C,
€on una concentracién de Mg® 0.6 mM, Pi 2 mM y rotenona 1-2 pM y
utilizando una concentracién saturante de sustrato como la de succinato 5
mM, se observo una estimulacién del Ca® sobre.el consumo de oxigeno asi
como de la sintesis de ATP. Este resultado implica que, ademas de las 3
deshidrogenasas sensibles a Ca”, dentro de la fosforilacién oxidativa
existen otras enzimas susceptibles a ser estimuladas por este catién.

Donadores artificiales.

Los resultados anteriores demostraron claramente que existe una
estimulacién del Ca® sobre la fosforilacidn oxidativa. Esta estimulacién es
independiente de la activacion de las deshidrogenasas. En trabajos previos
se ha observado que la succinato deshidrogenasa no es sensible al Ca®
(Murphy et al,, 1988). Los coeficientes de control de flujo (Co) de la ATP
sintetasa y la translocasa de ATP/ADP en las mitocondrias de higado de
rata varian alrededor de 0.1-0.3. Compartiendo estas dos enzimas la
mayoria def control sobre la via, cabria esperar que fueran susceptibles a la
activacion por Ca®. Evaluamos el efecto de ofros sustratos sobre nuestro
sistema para lograr reproducir ia estimulacién del Ca** sin la participacién
de las deshidrogenasas, y para descarlar a la succinato deshidrogenasa
(utitizando quinonas) y al Complejo ill (utilizando TMPD).

En presencia de antimicina, un inhibidor del Complejo il
mitocondrial, y de ascorbato como reductor, tanto el PMS (metasulfato de
fenazina) como el TMPD (tetrametil-p-fenilenediamina) donan sus

electrones a la citecromo oxidasa. En presencia de la rotenona, un inhibidor
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Figura 7. Efecto del Ca?* sobre la sintesis de AT>?P

utilizando substratos artificiales
Las mitocondrias se incubaron como en la Figura 6A, excepto

por el substrato. Para el PMS y TMPD se utilizé ascorbato 5 mM
como agente reductor. Las incubaciones se hicieron en presencia
de antimicina 2 pM.
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Figura 8A. Efecto del Ca** sobre la sintesis de ATP en
presencia de sustratos artificiales

Las mitocondrias se incubaron en ef medio KME durante 7 minutos

a 34°C. Se anadi6é un exceso de ADP. A los 9 minutos |a reaccion se
detuvo con 100 pl de PCA al 30%. Se neutralizé con octifamina y
triclorotrifluoroetano 1:1. Se determind el ATP sintetizado por método
enzimatico.
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Figura 8B. EFECTO DEL Ca®* SOBRE LA DIFERENCIA EN EL POTENCIAL
TRANSMEMBRANAL EN PRESENCIA DE SUSTRATOS ARTIFICIALES

Las mitocondrias {1.5 mg/ml) se incubaron en KME con Pi 2 mM, Mg 0.6 mM,
ascorbato 5 mM, antimicina 2 uM, y [3H]-TPP 0.8 uM a 34°C durante 7
minutos. Se agrego un exceso de ADP. La reaccidn se detuvo por ultracentri-
fugacion, como se explica en la seccidn de la "Metodologia”.
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del Sitio 1 de la cadena respiratoria, y de! DTT (ditiotrietol) como agente
reducter, tanto la quinona 1 (Q,) como la duroquinona (dq) donan sus
electrones al be,.

Se evaluo el efecto de estos sustratos sobre la sintesis de ATP.
No se observé estimulacion por Ca®* de la sintesis de ATP en presencia de
PMS o TMPD (Fig.7) ni con los andlogos de la quinona. En la sintesis de
ATP por método enzimatico, los valores de ATP fueron mayores (Fig.8A)
que por el métedo radioactivo (Fig.7). Las P/Q obtenidas con el método
enzimdtico (e) son mayores que con el método radioactivo (r); con TMPD
0.3 mM se obtuvo una P/O(e) de 2.13 y PIO (r} de 0.71; para PMS 1 UM, la
P/O (e) fue de 2.58 y P/O (r) de 0.37. La P/O tedrica al utilizar sustratos
para la citocromo oxidasa es de 1. |.os valores que se acercaron mas a este
numero fueron obtenidos por el método radioactive. Las P/Q(e) para Q, y dg
fueron 3.7 y 2.72 respectivamente, valores nuevamente altos, ya que la P/O
esperada es de 2. Con base en estos valores se concluyd que el método
mas confiable para la medicion del ATP sintetizado es el de! *Pi. Las
diferencias en ambos métodos pueden deberse a que en el método
radioactivo, el nimero de lavadas aumenta cuando se emplean DTT o
ascorbato ya que estos reductores interactdan con el molibdato de amonio:
entonces, parte del ATP sintetizado se esta perdiendo en las lavadas.

La sintesis de ATP se mantuvo constante tanto con PMS como con
TMPD (Fig.7). No existe una estimulacion por el Ca®, pero tampoco se
observa inhibicion, lo cua! lleva a la conclusién de que la citocromo oxidasa
no es blanco det Ca®. La conclusion seria igual para los 2 andlogos de
quinonas (Fig. BA); en este caso, se esta desca.rtando tanto la citocromo
oxidasa como el citocromo be,. El Ca®* en presencia de los donadores
artificiales no estimuld; bajo el método enzimatico, se observd inhibicidn
predominantemente con el PMS y TMPD (Fig.BA). Tal inhibicidn fue debida
al efecto desacoplante que mostraron atin a bajas concentraciones de éstos

y en presencia de Ca®" (Fig.8B). Las curvas de la figura muestran el efecto
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del Ca* sobre el potencial transmembranal, en presencia de PMS o TMPD.
Con PMS 1 pM, el AY disminuye al aumentar la concentracién de Ca”. A
esta concentracion, la velocidad de consumo de oxigeno es igual que la
obtenida con succinato 5 mM, sin embargo el potencial disminuye de 127
mV (succinato) a 113 mV (PMS). Utilizando TMPD 0.3 mM se observd una
disminucién en el potencial en presencia de Ca*. Aln a concentraciones
menores de TMPD, se observa un desacoplamiento, ya que, sin anadir Ca**
(gréfica 3, Fig.8B), al incrementar la concentracion del sustrato, el potencial
transmembranal disminuye. Con TMPD 0.1 mM, Murphy et al. (1980) no
observaron estimulacién del consumo de oxigeno por el Ca”’. Sin embargo,
con durohidroquincna obtuvieron 92% de estimulacion y con succinato,
152%; lo cual les lievd a concluir que el bc, era el blanco del Ca®. Los
resultados con TMPD descartan como blanco a la citocromo oxidasa e
implican que solo en presencia del bc1 se observa estimulacion. Sin
embargo, los resultados con quinonas descartan al Sitio 2. El tratamiento
empleando con guinonas y durohidroquinona fue diferente. Las moléculas
entre si son diferentes ya que la durchidroquinona ya esta reducida y no
necesita del DTT como agente reductor. Sin embargo, con las quinonas se
observé una estimulacién por el Ca** del porcentaje de reduccion del

citocromo b, componente del citocromo be, (Figura 12).

Acarreador de dicarboxilatos v Complejo I

Si la succinato deshidrogenasa no es sensible al Ca** (Murphy et
al, 1988), el unico candidato restante del sistema oxidativo es el
transportador de dicarboxilicos. En las mitocondrias del higado de rata, con
succinato, este transportador tiene un alto coeficiente de control del flujo, de
0.33 (Groen et al., 1982b; Kunz et af., 1988). Sin embargo Moreno-Séanchez
{1985b) reportdé un Co de 0.08 para esta enzima. Las discrepancias en los
resultados han sido interpretadas en términos del disefio experimental
(Moreno-Sanchez y Tomres-Marquez, 1991). El tener un alto Co y no
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observar efecto con quinonas o TMPD, abre la posibilidad de que esta
enzima ejerza 33% del control sobre la via, y al activarse, inducir una
estimulacion de la fosforilacidn oxidativa.

Los experimentos de Panov y Scaduto (1995) mostraron que con
las concentraciones de Ca** para la estimulacién de las deshidrogenasas
dependientes de NAD'’, no existe una activacién del Complejo | en
particulas submitocondriales de corazén de rata. En las mitocondrias
intactas, el NADH no permea, y al utilizar rotenona como inhibidor del Sitio
1, se impide evaluar el efecto del Ca® sobre esta enzima. Al emplear
giutamato-malato como sustratos, se involucra la participacion del Complejo
|, pero no puede discriminarse que la activacion sea a ese nivel o sobre la
2-OGDH; de ahi el uso de particulas submitocondriales o mitocondrias

permeabilizadas.

Efecto del Ca® sobre el AY.

La activacion de la fosforilacion oxidativa por el Ca®, en presencia
de succinato, puede deberse a la estimulacion sobre s| sistema oxidativo
ylo el fosforilante. Una estimulacion a nivel del sistema respiratorio traeria
como consecuencia un aumento en la velocidad de la cadena
transportadora de electrones y en consecuencia, un incremento en el
bombeo de protones. Como producto de la aclividad de la cadena
respiratoria el gradiente electroquimico de protones (Apw.) aumentaria. Este
gradiente puede medirse a nivel de uno de sus dos componentes: el AV,
que en mitocondrias es el componente principal del gradiente
electroguimico (Nicholls y Ferguson, 1992).

Asimismo, una estimulacion a nivel del sistema fosforilante se
traduciria como una disminucidn en su sustrato, es decir, en el gradiente.
Una estimulacion de la misma magnitud sobre los dos sistemas, daria un

efecto nulo sobre el gradiente electroquimico.
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Figura 9. EFECTO DEL Ca®" SOBRE LA DIFERENCIA DEL

POTENCIAL TRANSMEMBRANAL
Las mitocondrias de higado de rata (1.5 mg/ml) se incubaron en 0.5ml

del medio KME con succinato 5 mM, MgCI2 0.6 mM, Pi 2 mM,

rotenona 1 M y la concentracién de Ca*" indicada, durante
7 minutos a 34°C, como se indica en la seccion de la "Metodologia™.
A) estado 3; B) estado 4 a 34°C y C) estado 4 a 20°C.
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En presencia de ADP, el Ca®* provocd un aumento en el gradiente
electroquimico, medido como AY (Fig.9A). La concentracién de Ca?* libre
para la estimulacion del potencial transmembranal varié alrededor de 0.85
HM. En este intervalo (0.8-0.9 puM de Ca™), se di6 un incremento
significativo en relacién con el controt (p<0.025) del 10% (14 mV) del
potencial transmembranal.

Sin embargo, no hubo estimulacién sobre el potencial en el estado
4 de la respiracién (Fig.9B) indicando que sélo en condiciones fosforilantes
el Ca® ejerce un efecto activador. De hecho, los resultados concuerdan con
lo reportado por Panov y Scaduto (1996). Estos autores observaron que la
estimulacién del Ca** sobre el polencial transmembranal era dependiente de
ADP en mitocondrias de corazén de rata. El resultado observado en la F ig.
9A argumenta a favor del efecto del Ca™ sobre el sistema oxidativo.

El estado 4 de la respiracidn mitocondrial estd gobernado por la
permeabilidad pasiva a los protones. El coeficiente de control de flujo de la
permeabitidad a protones en el estado 4 es de 0.7-0.9 {Brown ef al., 1990).
Esto significa que la permeabilidad pasiva a H* controla Ia via un 70-80%.
Un coeficiente de control alto implica que la enzima o el paso metabdlico es
to suficientemente lenta como para limitar a toda la via, o bien, que su
elasticidad o sensibilidad a las variaciones en su sustrato es baja.

Con el objeto de disminuir el Co de la permeabilidad pasiva a H'
para aumentar el Co de la cadena respiratoria, y disminuir su velocidad,
evaluamos el efecto de! Ca® sobre el potencial transmembranal a 20°C en
estado 4 mitocondrial (Fig.9C). No se observd estimulacion del cation sobre
este sistema, debido a que el cambio en la temperatura (34 a 20°C) no fue
lo suficientemente grande; de hecho el A¥ en los contrales sin Ca®* (Fig.9B
y Fig.9C) es igual (150 mV) a ambas temperaturas.

Aunque se ha argumentado para mitocondrias de higado de rata,
que la dependencia del consumo de oxigeno por el gradiente electroquimico
es grande solc a bajas velocidades de la respiracion (Westerhoff ef al,
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1987), Kunz et al, (1988) observaron una gran dependencia a altas
velocidades (140 ngatO/min/mg). Esto implicaria que con un pequerio
cambio en el gradiente, medido como AY, provocaria una disminucién
abrupta en la respiracion. Los resullados de la figura 9A muestran que una
variacion de 14°C no es suficiente para promover una disminucion en el
gradiente y, por tanto, en la cadena respiratoria.

El resultado de la figura 9C corrobora lo propuesto por Rolfe et af.
(1994) y Rolfe y Brand (1996); en milocondrias aisladas, la permeabilidad
de los protones no esta involucrada en el efecto de la temperatura sobre el
control de |a fosforilacién oxidativa y que esta permeabilidad pasiva a H' es

insensible a la accion del Ca®* (Mildaziene et al., 1996).

Arsenilacién oxidativa.

Se seleccionaron las curvas con mas del 100% de estimulacion
por Ca®™ sobre la respiracién en estado 3. La concentracién éptima de Ca®*
para obtener el méaximo de estimulacion vari6 alrededor de 800 nM (Tabla
in).

El arsenato (5mM) afadido a los 6-7minutos, estimuld Ia
respiracién hasta 89 ngatO/min/mg, un valor aproximado a la estimulacién
con ADP (75 ngatO/min/mg, Tabla ii).

En presencia de Ca®” se observé una estimulacion de la
arsenilacion oxidativa del 22%. El carboxiatractilésido (CAT) no afectd esta
respiracion inducida por arsenato, corroborando que bajo estas condiciones
el translocador ATP/ADP no participa. La inhibicién de la arsenilacién con
CAT, en presencia de Ca™ tiene la misma velocidad de la respiracién (101
ngatO/min/mg) que la arsenilacion sin CAT (89 ngatO/min/mg) o con Ca®*
{118 ngatO/min/mg) y, dada ia desviacidn estandar, se puede concluir que
el Ca* no estimula ni'desacopla a la arsenilacién oxidativa. Al afiadir ADP
en la arsenilacion oxidativa, se involucra a la translocasa. En presencia de

ADP se observd un incremento de la arsenilacién (155ngalQ/min/mg). En
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Tabla Il. EFECTQ DEL Ca®* SOBRE LA ARSENILACION

0.8 + 0.08 yM de Ca*'

CONDICION RESPIRACION
(ngatO/min/mg)
Respiracidon en estado 3 75+ 27
respiracion en estado 3 + 177 £ 51

% de estimulacion

140 + 37 p<0.0001 (n=10Q)

respiracion con arsenato * 89 41
arsenato + Ca** ** 118 + 24
% de estimulacion 22 1 16 p<0.046 (n=10)
arsenato + Ca®* + CAT 101 £ 20
arsenato + ADP * 155 £ 40
arsenato + ADP + Ca®* ** 202 + 43
% de estimulacion 32 £ 13 p<0.025 (n=8)
arsenato + ADP + Ca®' + CAT 95+ 19

* p=0.025 (n=8)
~ p=0.025 (n=8)

Las mitocondrias (0.75 mg/ml) se incubaron en KME con succinato 5 mM,
rotenona 2 uM, MgCl; 0.6 mM y Ca™*/HEDTA o carboxiatractildsido (CAT) donde
se indica, a 34°C. A los 7 minutos se aiadié arsenato 5 mM + ADP y se registré

el consumo de oxigeno.
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presencia de Ca’ se estimulé la arsenilacién hasta un 32%, una
estimulacion significativa (p<0.025) sobre la estimulacion de la arsenilacion
sin ADP. En presencia de ADP, el CAT inhibié la arsenilacién hasta su valor
basal (95ngatO/min/mg), corroborando la participacion de la transiocasa en
esta condicion. Estos experimentos de arsenilacién y los reportados por
Moreno-Sanchez (1985) involucran al translocador de adenin nucleédtidos
en el efecto del Ca® sobre la fosforilacién oxidativa. Sin embargo, para
descartar algun efecto por desacoplamiento, {ya que bajo estas condiciones
no es posible oblenerse un control respiratoric ¢ una relacién ADP/Q), se
determind el efecto del Ca® sobre el potencial transmembranal con

safranina en la arsenilacion oxidativa.
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Figura 10. POTENCIAL TRANSMEMBRANAL EN LA ARSENILACION OXIDATIVA

Las mitocondrias se incubaron a 34°C en KME con safranina 5 uM, Pi 2 mM,
rotenona 1 pM, MgCl; 0.6 mM, succinato S mM y Ca®/ HEDTA 0.7 uM. A los 7
minutos se afadio arsenato 5 mM + ADP en exceso y se calibré con CCCP 0.5
uM. La sefial se registrd en un espectrofotometro de doble haz a 554-520 nm de

longitud de onda.
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Se observé una disminucién en el poténcial transmembranal al
afadir Ca®* en presencia de arsenato (Figura 10). Al afadir arsenato, el
potencial aumentd, ya que el arsenato ejerce el mismo efecto que el fosfato,
colapsa el ApH. Tal disminucién se transduce como un aumento en el AW,
Sin embargo, en presencia de 0.8 pM del Ca®, existe una disminucion en el
potencial transmembranal, con y sin ADP. Este resultado sugiere que el
efecto del Ca* sobre la arsenilacion oxidativa, se debe en parte a un
desacoplamiento. Sin emba'rgo, cabe aclarar que para el experimento con la
safranina no se determindé el control respiratorio mientras que los
experimentos para la arsenilacién tuvieron un porcentaje de estimulacién
con Ca®" mayor del 100%. La disminucién en ef potencial debe cuantificarse
por algun otro método. Mas aun, el ADP es un agente protector del dafo
mitocondrial. La disminucién en el potencial transmembranal es similar con
y sin ADP (figura 10), sin embargo, la estimulacién de la arsenilacién es
diferente, lo cual argumenta a favor del efecto del Ca® sobre el
translocador.

Existe cierta paradoja en relacién con el translocador ya que al
incrementar el Ca®, el Co aumenta (Mildaziene ef al., 1995) o disminuye
(Moreno-Sanchez, 1985). Si el Ca” estimulara a esta enzima su control
deberia disminuir (Mildaziene et af, 1995) aunque no necesariamente la
activacion de una enzima va a mostrar una disminucion en su coeficiente de
control de flujo (Mildaziene ef al., 1995). Es pertinente aclarar que las
diferencias sefialadas pueden deberse al tipo de tejido utilizado (higado &
corazon) o al sustrato empleado (2-OG o succinato).

Se han realizado estudios tedricos en los cuales se ha mostrado
que puede existir un control paraddjico (Kholodenko y Brown, 1996). En el
control paradgjico, el aumento en la actividad de la enzima va ligado al
aumento en su coeficiente de control y a la estimulacion del flujo de fa via.
Se define como cociente de control de respuesta a la relacion existente

enfre el coeficiente de control de flujo y el coeficiente de elasticidad. Si la
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relacion es positiva, el Co de la enzima aumentard al activarse ésta y
disminuird al inhibirse la enzima. Este comportamiento se denomina
paraddjico. Si la relacién es negativa, la activacion de la enzima provocara
la disminucién en su coeficiente de control de flujo. Este comportamiento es
el clasico. El control paraddjico sugiere que el hecho de que una enzima
disminuya su Co no significa forzosamente que esla enzima se haya
activado directamente por algun efector. Este andlisis tedrico propone que
especialmente las enzimas que siguen una cinética alostérica pueden

presentar este tipo de comportamiento paradéjico.

Efecto del Ca** sobre Ia sintesis de ATP limitada al 50%.
El contro! de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias del

higado de rata se encuentra distribuido a nivel del translocador ATP/ADP, Ia
ATP sintetasa y el citocromo bc,. Esta distribucidn de control varia
dependiendo del sistema regenerante de ADP utilizado (hexocinasa,
creatinacinasa, piruvato cinasa, ADP en exceso, ver Moreno-Sanchez ef al,
1997) es decir, de la velocidad del estado 3, ya que en condiciones
fisiologicas, la cadena respiratoria trabaja al 60% de su capacidad maxima,
aproximadamente (Soboll, 1995).

Con el objeto de estudiar el efecto del Ca®* sobre la fosforilacion
oxidativa en condiciones de respiracién semejantes a las fisiologicas,
decidimos evaluar el efecto del Ca® sobre la fosforilacion oxidativa al limitar
a una enzima hasta disminuir el flujo aproximadamente al 50%. Asimisma, al
limitar a una de las enzimas, el control que ésta ejercia sobre la via,
aumentaria, haciéndola mas susceptible a la estimulacion por el Ca®*, en el
caso de que fuera uno de los blances. Suponiendo a la via como una sola
enzima, los parametros que mostrarian cambios al variar de enzima serfan
una Vmax (estimulacién de F.Q.) y la Km (Kos para Ca®). Se realizaron las
mediciones limitando cada enzima de la fosforilacion oxidativa con su

inhibidor especifico. La sintesis de ATP fue registrada tanto como consumo
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succinato 0.5mMm carboxiatractildsido
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Figura 11A. EFECTO DEL Ca®* SOBRE LA SINTESIS DE ATP INHIBIDA AL 50%

Las mitocondrias (0.75 mg/mi) se incubaron en 1 ml de KME con succinato
5 mM, rotenona 1 uM, Ca®*/HEDTA, MgCl, 0.6 mM, Pi 2 mM, el inhibidor
indicado y ¥Pi a 34°C. Se afiadi6 un exceso de ADP y se dejo fosforilar por

dos minutos. La reaccion se detuvo con TCA. Se cuantificé el ATP como se
indica en la seccion de la "Metodologia®.
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Figura 118. EFECTO DEL Ca”* SOBRE LA RESPIRACION EN EL

ESTADO 3 INHIBIDA AL 50%
L.as mitocondrias {0.75 mg/ml) se incubaron a 34C en KME con succinato

5 mM, rotenona 1 gM, MgCI2 0.6 mM, Pi 2 mM, Ca®"/HEDTA y el

inhibidor indicado. A los 7 minutos se inicid el estado 3 de |a respiracion
al agregar 250-400 nmoles ADP.
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de oxigeno en presencia de ADP como con 2Pi. Sin embargo, las curvas de
estimulacion por Ca® al disminuir el sustrato fueron similares, con el
porcentaje de estimulacion alrededor del 60% para la sintesis de ATP
(Fig.11A) y del 50% para la respiracion en estado 3 (Fig.11B). La
estimulacion del flujo por Ca®, al limitar la actividad del translocador de
ATP/ADP con carboxialractilésido fue mayor (141%, Fig.11A) para la
sintesis de ATP que en las condiciones controles (succinato 5 mM, 57%,
Fig.6). Ademas, la sensibilidad por Ca®* vari6 en ambos sistemas, como se

observa en la Tabla HI,

Tabla }II. [Ca®'] para_la maxima estimulacion de la F.O. inhibida al
50% (R=respiracion en estado 3; A=sintesis de AT>P).

Enzima con la [Ca™] (M) a la cual Porcentaje de
cual se limité la se observd la Estimulacion
via al 50% méxima estimulacién por el Ca®
Control, succinato R=0.64 007 R =133 £ 53¢
5mM A=0.48 10.28 A =57+ 24"
succinato 0.5 mM R=0.66 +0.10 R=49%19*
A=073 0.13 A=58+23"
Complejo 11} R=0.34 1002 R=55+12"
mitocondrial A=013 10.02 A=59+43
Translocador R=0.15 £.020 R=32
ATP/ADP A=0.27 +0.04 A= 142
ATP sintetasa R=0.31 10.04 R=30z%29
A=0.53 $0.23 A=26124
*p<0.025

El porcentaje de estimulacion se obtuvo para cada experimento y se
promedic con sus repeticiones (de donde se obtuvieron las desviaciones
estandar). Se muestra la concentracién de Ca® con la cual se registro la
maxima estimulacidn,
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Al limitar por sustrato a la succinato deshidrogenasa, no se
observaron cambios significativos en cuanto a la sensibilidad por Ca®; sin
embargo, al limitar al be, y al translocador, la concentracién de Ca®* con fa
cual se obtiene la estimulacion maxima es 2-3 veces menor (de R=0.64 y

=0.48 a 0.34 y 0.13, parabc, y a0.15y 0.27 para el translocador).

Aunque los resultados para el translocador no alcanzan a ser
significativamente diferentes, si lo son para el bc,, en relacién con el
control. Al hacer a estas dos enzimas mas limitantes, se acumula su
sustrato, disminuyendo su elasticidad y aumentando su control. Cuando se
limité la actividad de !a ATP sintetasa disminuy6 la sensibilidad al Ca®* de
las otras enzimas de la via (el porcentaje de la estimulacién fue menor,
Tabla [II; R=30% y A=28%). Al inhibir a cualquier otra enzima, se did una
mayor estimulacion de la fosforilacién oxidativa. Esto indica que cuando la
ATP sintetasa controla a la via, el efecto de! Ca®* es menor y cuando no 1a

controla, el Ca** ejerce una mayor estimulacion.

Porcentaje de [a reduccion del citocromo b.

El comportamiento del Comnplejo Iil mitocondrial se estudié por el
espectro de oxidorreduccion de su citocromo b. El sustrato del Sitio 2 es la
quinona reducida y su producto es el citocromo ¢ reducido; pero también el
producto puede ser el citocromo b reducido. Una activacién por Ca** sobre
este citocromo se observaria como un incremento en la reduccidn del
citocromo b.

Se realizaron curvas de reduccién del citocromo b (expresadas
como porciento de reduccion) en presencia de concentraciénes crecientes
de Ca®. Se observo una estimulacién por calcio sobre |a actividad de este
complejo (Fig.12) cuando los sustratos fueron duroquinona (59.4%) o
quinona (57.7%), pero no ¢on succinato. Asimismo, la estimulacion fue
mayor en el estado 4 de la respiracion que en el estado 3. De hacho, en

mitocondrias de corazén de rata el potencial redox del citocromos ¢ en
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Figura 12. EFECTO DEL Ca®* SOBRE EL CITOCROMO be,

Las mitocondrias se incubaron con concentraciones crecientes de

Ca”" durante 7 minutos, con los sustratos indicados. Se afadieron 300
nmoles de ADP. A los 3 minutos se agrego CCCP 3 pM para registrar el
0% de reduccion. Se afadidé antimicina 2.5 pM y ditionita para el 100%
de reduccion. Puntos, estado 4; circulos, estado 3.
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estado 3 no fue afectado al aumentar la concentracion de Ca® de 5 a 230
nM (Moreno-Sanchez ef al., 1891). Esto se debe a que en el estado 3, se
activa la fosforilacion oxidativa, disminuyendo el gradiente electroquimico.
Al disminuir el gradiente se activa la velocidad de la cadena respiratoria,
incluyendo al bei. Esta activacion impide la acumulacién de citocromao b
reducido, minimizando el efecto del Ca®. El efecto de Q y de la
duroquinona es visible en estas condiciones en que sélo se sigue el patrén
de oxido-reduccion del citocromo b Y no la actividad de la cadena
respiratoria y sistema fosforilante.(Figs. 8y12),

Con succinato, sélo cuando se daban condiciones de estado 3 se
observé efecto activador del Ca** en todos los experimentos mostrados. En
ninguin casc de estado 4 el Ca*" activ a la F.O. Esto también fue observado
para el porcentaje de reduccion del citocromo b (Fig. 12, succinato). Sin
embargo, en presencia de los andlogos de quinona se observé cierta
activacion de! Ca®* (Fig.12, duroquinona y Q). Aqui cabe puntualizar que:
1) el porcentaje de reduccion del citocromo b no refleja velocidades, como
en todos los experimentos realizados. Esta diferencia es importante ya que
no se esta midiendo efectivamente la actividad del complejo, sino ia
acumulacioén del citocromo b reducido, 2) el estado estacionario alcanzado
con succinato es diferente que el de las quinonas. De hecho, se observa
(Fig.12 circulos) que el porciento de reduccion es mayor con succinato
(27%} que con quinanas (15-17%) en ausencia de Ca™, Io cual implica que
la estimulacion observada con Quinonas y no con succinato se pueda deber
a que las concentraciones de quinonas fueron subsaturantes y 3) aunque se
observa un incremento por Ca® en el porcentaje de reduccién en presencia
de quinonas, éste no alcanza a activar la via ya que en el estado 3 (Fig.12,
asteriscos) no se observa estimulacién.

El aumento dei citocromo b reducido en esta condicion refleja una
activacién del be, sin que llegue a incrementar la velocidad da la via. De
todas formas, el resultade de las quinonas y la ligera tendencia de
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activacion (en el estado 3) del Ca** con succinato sobre la reduccion del
citocromo b sugieren que este complejo puede ser susceptible a la accidn
del Ca®.

Existe un resultado contradicterio en cuanto a la participacion del
bc,. En la Fig. 8A se muestra que con las quinohas no se observa
estimulacion de Ca® vy por tanto se descarta la activacion de los Sitios 2 y
3, quedando como posibilidades del sistema oxidativo, el transportador de
succinato y la succinate deshidrogenasa. Por otro lado, las afinidades
demostradas al limitar la via at 50% y el ligero aumento en el porciento de
reduccion del citocromo b, en estado 3 con succinato y en estado 4 para las

quinonas implican al Complejo Il como sitio de activacién por Ca®.

Efecto del Ca** sobre la respiracitn desacoplada.

Para determinar el efecto del Ca®” sobre las enzimas de la cadena
respiratoria, sin modificar nuestras condiciones (como seria trabajar con
particulas submitocondriales) se evalué el papel del Ca® sobre la
respiracion desacoplada con CCCP. Para asegurar una nula participacion
del sistema fosforilante, se inhibid con oligomicina. Se observd una
estimulacién significativa de la respiracion desacoplada séie cuando el
sustrato oxidado fue el succinato (Fig.13A), con una Kgs de 0.22 pM y una
estimulacion maxima a 0.36 pM de Ca** del 37%. Con las quinonas no se
estimulé la respiracién desacoplada (Fig.13B y 13D) mientras que con
TMPD no hubo cambio en presencia del CCCP (Fig.13C), es decir que las
mitocondrias ya mostraban desacoplamiento. Antes de [a adicidn de
oligomicina se registro el estado 4 de ia respiracion mitocondrial (Fig.12A,
circulos abiertos) como un control de que el Ca®* por si mismo no es el
agente desacoplante, ya que a altas concentraciones de Ca™, se ha
observado un desacoplamientc y posteriormente una inhibicién de la
fosforilacion oxidativa (Moreno-Sanchez, 1885). Estos resultados sugieren

un efecto del Ca* a nivel del sistema oxidativo. La estimulacion de (a
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Figura 13, ESTIMULACION DE LA RESPIRACION DESACOPLADA

Las mitocondrias se preincubaron durante 6 minutos a 34°C en presencia

de Ca*’ y con el sustrato indicado. Al sexto minuto se agreg6 1 nmol
de oligomicina y un exceso de ADP. Al minuto 7 se afiadié CCCP 0.3 pM.
Estado 4, circulos; estado 3, puntos.
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respiracion desacoplada al incrementar la concentracion de Ca* se observé
en mitocondrias de higado de rata, por Murphy et al, (1990) y Moreno-
Sanchez (1985).
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CONCLUSIONES

El control de la produccién del ATP es un mecanismo complejo.
Diversos estudios muestran que el aumento en el consumo del oxigeno no
depende exclusivamente de la variacién en la concentracién de los
compuestos de alta energia. Al incrementarse el trabajo celular, llega un
momento en que la velocidad del consumo del ATP es igual que la
velocidad de la produccion del ATP; en este estado estacionario, se ha
observado que las concentraciones del ADP, ATP y del fosfato pueden
permanecer constantes (Doeller y Wittenberg, 1980). Asimismo, el
incremento en el potencial redox, generado por los niveles de los
nucledtidos de piridina (Koretsky y Balaban, 1987), no es suficiente para
explicar la alta respiracion observada al aumentar el trabajo celular (Katz et
al., 1989).

La fosforilacion oxidativa estd controlada también por los niveles
celulares de Ca®, que actGa como un activador de tres deshidrogenasas de
fa matriz mitocondrial {Denton y McCormack, 1980; Hansford, 1980). Se
cree que la funcién de! Ca®* en la matriz es prevenir una disminucién en la
relacion ATP/ADP al estimular 1a produccion del ATP y su utilizacion
simultaneamente (Soboll, 1995). Otra funcion allernativa es la de prevenir
un gasto excesivo de [a energia libre a través de la permeabilidad pasiva a
los protones; se asume generalmente que el Ca® solo tiene un papel
regulador en las células estimuladas y no en las células en reposo (Soboll,
1995), en las cuales se tiende a un estado 4 de la respiracion. Este estado
4 ‘esta gobemado por la permeabilidad pasiva a los protones.

La modulacién del Ca® sobre la fosforilacién oxidativa no es
solamente a {ravés de las deshidrogenasas. Las evidencias experimentales
involucran al Complejo 1l mitocondrial (Murphy et af, 1990), la poza de
quinonas {Halestrap y Dunlop, 1986), el translocador de ATP/ADP (Moreno-
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Sanchez, 1985) y la ATPasa {Das y Harris, 1990b; Rouslin y Broge, 1989;
Yamada y Huzel, 1988).

Bajo las condiciones del 100% de la respiracién en el estado 3 y
con una temperatura de 34°C, al preincubar a las mitocondrias del higado
durante 7 minutos con Ca®, encontramos una estimulacién de la
fosforilacién oxidativa independiente de las deshidrogenasas. La
estimulacion de la respiracion desacoplada y del gradiente eféctrico al
elevar la concentracién del Ca®, indican que el Ca®* actuia sobre el sistema
oxidativo. Debido a que el Ca®* no estimuld a la fosforilacién oxidativa
cuando utilizamos TMPD como sustrato del Sitio 3, concluimos que la
estimulacion sobre el sistema oxidativo es a nivel del Complejo Il y/o el
transportador del succinato.

La estimulacién de la arsenilacion oxidativa por el Ca** y su efecto
al limitar a la via al 50%, muestran que el Ca® estimula al sistema
fosforilante. Existen evidencias que muestran que el acarreador de fosfatos
es la enzima mas répida de la mitccondria (Ligeti et al., 1988). Nuestros
resultados indican que a pesar de estar saturado este acarreador, la
estimulacion por el Ca’* se mantiene. Por otro lado, el efecto del Ca® sobre
la ATPasa sblo se ha observado en condiciones de hidrélisis, no de
sintesis. Por tanto, se sugiere que el papel del Ca* sobre el sistema

fosforilante es a nivel del translocador de los nucledtidos de adenina.
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