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ABREVIATURAS 

ANT, translocador de nuciedtidos de adenina 

CAT, carboxiatractilésido 

Co, coeficiente de control de flujo 

IF,, proteina inhibidora de la F1-ATPasa 

2-0G, 2-oxoglutarato 

2-OGDH, 2-oxoglutarato deshidrogenasa 

DHs, deshidrogenasas dependientes de NAD"; piruvato deshidrogenasa, 

2-oxoglutarato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa. 

F.0., fosforilacién oxidativa 

TMPD, tetrametil-p-fenilendiamina 

CCCP, carbamilcianuro-p-trifluorometoxifenithidrazona 

DTT, ditiotrietol 

PMS, metasulfato de fenazina 

Q;, quinona 1 

dq, duroquinona 

DCPIP, diclorofenol-indofenol 

AY, diferencia en el potencial transmembranal 

Aun’, gradiente electroquimico de protones 

EGTA, acido tetraacético (p-aminoetil) etilenglicol éter 

HEOTA, acido triacético (2-hidroxietil) etilendiamina 

TCA, acido tricloroacético 

PCA, adcido perciérico



La respiracién mitocondria! acopiada a la sintesis de ATP 

mediante el gradiente electroquimico de protones (Ann), se 

conoce como fosforilacién oxidativa. Esta via consta de dos 

sistemas: el oxidativo y el fosforilante. E! primero esta 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 nucledtides 

de adenina y el acarreador de fosfatos. El gradiente electroquimico 

de protones o fuerza protonmotriz es la suma de la diferencia de 

potencial transmembranal (A'Y) y la diferencia de pH (ApH) a ambos 

lados de la membrana interna mitocondrial (Mitchell, 1966). 

La permeabilidad pasiva a los protones gobierna el estado 

4 de la respiracién mitocondrial. En el estado 3, en las mitocondrias 

det higado de rata, los componentes de ta cadena respiratoria y del 

sistema fosforilante se distribuyen el control de la via (Kunz ef ai, 

1988; Moreno-Sanchez, 1985b; Moreno-Sanchez, 1985a; Groen et 
al., 1982; Wanders et a/., 1984: Gellerich et al., 1983; Devin et al., 

1996). 

Se ha argumentado que ia elevacion en fa concentracién 

del Ca” en el citoso! es una de las sefales utilizadas por las 

células para incrementar la fosforilacién oxidativa a través de la 

activaci6n de las deshidrogenasas de la matriz mitocondrial 

sensibles a Ca” (Hansford, 1985; Moreno-Sdnchez y Torres- 

Marquez, 1991; McCormack ef a/., 1990; Patel et al., 1988; Leisey 

et al, 1993; Miyata et a/., 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 mitocondrial, dependientes de NAD* (DHs) (Hansford, 1985:
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McCormack ef al, 1990). El Ca” activa a ta piruvato 
deshidrogenasa fosfatasa y disminuye la Km para los sustratos de 

la isocitrato y 2-oxogiutarato deshidrogenasas. 

En las mitocondrias del higado de rata incubadas con 

concentraciones fisiolégicas de Na’ y Mg”, las DHs pueden ser 
activadas al aumentar la concentracién del Ca” extramitocondrial 

dentro del interval 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_del_efecto_del_ Ca” sobre otras enzimas de la 

fosforilacion oxidativa. 

  

En 1985 Moreno-Sanchez reports que la concentracién de 

Ca™ extemo modificaba la velocidad de sintesis de ATP en las 
mitocondrias de! higado de rata. Esta modulacién era sensible a Pi 

y Mg”. La concentracién del Ca® extemo afectaba el contenido de 
Ca” total y era dependiente del tiempo de preincubacién. Los 
resultados implican que el aumento en la concentracién de Ca* 

Citosélico moduta fa concentracién del Ca” intramitacondrial y ésta 

modula la fosforilacién oxidativa. 

Con tos sustratos del Ciclo de Krebs, Moreno-Sanchez 

(1985) cbservé una estimulacién de la respiracién en estado 3 al 

variar la concentracién de Ca” extemo de 10° M a 10° M, 
implicando a las deshidrogenasas como puntos sensibles a esta 

estimulacién. Sin embargo, también observé activacién cuando el 

sustrato era succinato, desligando el efecto de las deshidrogenasas 

dependientes de NAD*. Moreno-Saénchez (1985a), reporté {a 

relacién ADP/O, indicando que el efecto de! Ca” sobre el estado 3



de la respiracién no se debia al desacoplamiento. Asimismo, el Ca” 

activé un 35% la respiracién desacoplada, es decir, las enzimas de 

la cadena respiratoria. 

El aumento en la concentracién de Ca™ externo (10°M > 
10° M), ademas de incrementar la sintesis del ATP, produjo un 
efecto reciproco sobre los coeficientes de control de flujo (Co) de la 

ATP sintetasa (0.200.05) y fa transiocasa ATP/ADP (0.100.46). 

Dentro del andlisis cuantitativo de ta teoria del control 

metabdlico (Kacser y Bums, 1973; Heinrich y Rapoport, 1974), el 

Co indica e! grado de control (0°1; 1=100%) que ejerce una 

enzima sobre la via. 

La reciprocidad dada en los Co de ta ATP sintetasa y la 

ATP/ADP translocasa también se observé en mitocondrias de 

coraz6n y de rifién de rata al incrementar la concentracién de Ca” 
(Moreno-Sanchez et al, 1991) o al variar la concentracién de 

fosfato (Kunz ef al, 1988). 

En las mitocondrias de corazén de rata en presencia de 

Sustratos conectados al NADH, se observé una dependencia del 

Consumo de oxigeno con respecto a la relacién NADH/NAD* 
mitocondrial (Moreno-Sanchez et al., 1990). El resultado conrobord 

lo propuesto por Koretsky y Balaban (1987) para tas mitocondrias 

de higado de rata. 

En el trabajo de Moreno-Sanchez ef al. (1990), el aumento 

en la concentracién de Ca” (52400 nM) provocé un aumento en la 
respiracién (120%) con piruvato, paralelo al aumento en la 

reducci6n de! NAD*(P) (28%) mitocondrial. La activacién directa det 

Ca™ sobre {a piruvato deshidrogenasa se observa como un 
aumento en uno de los productos de ésta, el NADH, y el 

incremento correspondiente en la actividad de la cadena 

respiratoria, Sin embargo, al aumentar la concentracién de Ca” de  



5 nM a 130 nM, utilizando 2-oxoglutarato (2-OG) 1 mM, se produjo 

un incremento en fa respiracién de estado 3 entre ef 70 y el 90%, 

sin que hubiera un cambio en la reduccién del NAD(P)H, Jo cual 

indica que tanto antes (productores) como después (consumidores) 

det NADH existen enzimas susceptibles al Ca’*. 

En tas mitocondrias de higado de rata, Murphy ef ai. 

(1990) observaron una estimutacién de ta respiracién en estado 3 

del 152.7 % con 1.5 uM de Ca”* en presencia de succinato con una 

Kos de 0.9 uM. Ya que Murphy ef a/. (1990) no reportaron la 

relaci6n ADP/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 ta membrana interna por accién del 

intercambiador de H*/Ca®. Tal estimulacién no se observé en 

presencia de TMPD 100 uM como sustrato de la citocromo oxidasa. 

La estimulaci6n de la fosforilacién 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 

Ul 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 flevé a conctuir 

(Murphy ef a/., 1990) que la activacién por Ca’* sobre ta 

fosforilacién oxidativa se daba a nivel del Complejo !I1 de la cadena 

respiratoria. Dicha estimulacién fue sensible a espermina, lo cual 

sugiere que la estimulacién observada esta 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 ef af, 1990; Moreno-Sanchez y Torres-Marquez, 1991), 

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

 



Torres-Maérquez, 1991} cuando se incuban las mitocondrias con 

succinato-rotenona durante 6-7 minutos. 

Murphy ef aif (1990) observaron estimulaciédn de ta 

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 dei Ca” sobre la succinato deshidrogenasa 

(Panov y Scaduto, 1995; Murphy ef a/. 1988; Hatefi, 1985). 

La aita estimulacién observada en el estado 3, en 

comparacién con la del estado 4, (Murphy ef a/., 1990), se atribuyé 

a un efecto del Ca” sobre algun componente del sistema 

fosforilante, como la ATP sintetasa o el translacador ATP/ADP. 

Modulacién por Ca” de la cadena respiratoria. 

La regulacién por Ca” de Ia fosforilacion oxidativa no es 

exclusiva de las deshidrogenasas dependientes de NAD’, sino que 

existen sitios potenciales del efecto del Ca”. En ef trabajo de 

Moreno-Sanchez (1985a) la estimulacién que el Ca’ ejercia sobre 

la respiracién desacoptada, demostraba que el efecto del Ca” se 

centraba sobre las enzimas de ia cadena respiratoria. 

En las particulas submitocondriales (PSM) de la placenta 

humana, con 1 pM de Ca” se estimulé un 56% la actividad de la 

NADH-DCPIP reductasa, 133% Ja actividad de la NADH-citocromo c 

reductasa y 162% la actividad de la succinato-citocromo c 

reductasa (Gardufio ef a/., 1992). No hubo estimulacién de fa 

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 Ill de la cadena respiratoria. 

 



  

En las PSM de corazén de bovino se observé que, a 

concentraciones milimolares, el Ca’* influencia la actividad de la 

NADH oxidasa (Kotlyar ef a/., 1992) af estabilizar la forma inactiva 

del Complejo | (Kotlyar y Vinogradov, 1990). Sin embargo, con 

concentraciones fisiolégicas de Ca”, Panov y Scaduto (1995) no 

encontraron estimulacién de las actividades de fa NADH 

deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa en las PSM de 

corazén de rata. 

Las mitocondrias de higado de rata presentaron un 

incremento en su volumen interno en presencia de vasopresina y 

agonistas a-adrenérgicos, debido al aumento en la concentracién 

de Ca* (Halestrap et a/., 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 incrementé 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 ef aumento por Ca” en fa reduccién 

del citocromo b sdlo se observé en presencia de CoA (Otto y Ontko, 

1982), por lo que se sugirié que el sitio de accién de Ca” era a 

nivel de las enzimas de la B-oxidaci6n. 

Modulacién del transtocador ATP/ADP_por Ca". 

El incremento en el volumen mitocondrial estimuld la 

respiracién en estado 3 (Devin et a/., 1996) en las mitocondrias de 

higado de rata. Se observé un aumento del AY (1552185 mV) al 

incrementar la osmolaridad. De hecho, tal aumento en la 

osmolaridad provocé que la velocidad de! estado 3 se aproximara a 

la del estado 4, coincidiendo con la elevacién en el AY. 

Asimismo, el  incremento en la — osmolaridad 

(10022252400 mosM) disminuy6 el coeficiente de control de flujo



  

del translocador (Cosnr)(0.7>0.590.34). Estos resultados 

concuerdan con los reportados por Mildaziene eft af. (1995) en 

cuanto a fa relacién existente entre la disminucién de la velocidad 

de la cadena respiratoria y la disminucién en el Coanr, y con varios 

trabajos en donde el aumento de la velocidad de respiracién de 

estado 3 y de la fosforilacién oxidativa se acompana de un aumento 

de! Co del translocador de ATP/ADP (Moreno-Sanchez, 1985a; 

Groen et a/., 1982). Sin embargo, el efecto contrario (aumento en la 

velocidad y disminucién en el Co del translocador de ATP/ADP) 

también se ha observado con las mitocondrias de corazén de rata 

(Moreno-Sanchez et a/., 1991; Doussiere et al., 1984). 

En las mitocondrias de corazén de rata, el Ca”* modulé el 

coeficiente de control de flujo(Co) de fa transiocasa de ATP/ADP 

sdélo en condiciones del 60% de la velocidad del estado 3 de la 

respiracion (Mildaziene et a/, 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 ta concentracibn de 2-oxoglutarato 

(1310 mM), mientras que con 1 pM de Ca”* el Co del translocador 

aumento de 0.53 a 0.63. 

Asimismo, con las tres concentraciones de 2-OG que se 

utilizaron, el Ca’*(S nM=>1 uM) incrementé el Co del translocador: 

0.060.53, con 1 mM; 0.0790.57, 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 ademas de la 2-OGDH, en algun otro componente de la 

fosforilacién oxidativa en las mitocondrias de corazén. En 

condiciones subsaturantes de 2-OG, e! Ca’ incrementé el Co del 

translocador al activar a ta 2-OGDH ya que en ausencia de Ca” el 

control recae sobre esta enzima y el translocador no ejerce control



  

(Co=0.06). La activacién de la 2-OGDH por el Ca” provocé un 

incremento en e! control del translocador. Sin embargo, la 

disminucién en el Co de una enzima no necesariamente indica la 

activacién de ésta, de acuerdo con el contro! paraddjico propuesto 

por Kholodenko y Brown (1996). El Ca”* sdlo estimulé la respiracién 

desacoplada con 2-oxoglutarato, pero no con succinato, por lo que 

los autores (Mildaziene ef a/., 1995) sugirieron que el efecto del 

Ca” era a nivel de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa. Contrario a 

esto, Moreno-Sanchez et al. (1991) reportaron que fa activacién 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 a/. (1996) reportaron 

una estimulacién por el Ca” sobre la fosforilacién oxidativa en las 

mitocondrias de corazén de rata. No observaron estimulacién con 

succinato. Con 2-OG 1 mM, el Ca” estimulé un 123% fa 

respiracién en el estado 3 mientras que con 2-OG 10 mM sdlo 

estimuld un 45%. Al determinar la dependencia de {a respiracién 

por el potencia! 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 oxidative, con concentraciones limitantes de 

2-0G, la estimulaci6n del Ca’ se daba a nivel de fa 2-OG 

deshidrogenasa. La estimulacién por el Ca** a una concentracién 

saturante del 2-OG (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 (1996) para las mitocondrias de 

corazén oxidando glutamato 20 mM, en donde se observé un 

incremento significativo de !a Vmax de la respiracién (314-686



  

ngatO/min/mg) al aumentar la concentraci6n de! Ca™ libre de 0a 1 

pM. 

La arsenilacién oxidativa es el proceso que permite el 

estudio de la fosforilacién oxidativa sin la participacién del 

transiocador de ATP/ADP (Gresser, 1981; Moreno-Sanchez, 

1985c). El arsenato es un analogo estructural del fosfato. En 

ausencia del Pi, el arsenato entra a la mitocondria a través del 

acarreador de fosfatos. En !a matriz, la ATP sintetasa forma el 

complejo ADP-arsenato, que se hidroliza espontaneamente. El ADP 

utlizado es el endégeno. El ciclo de sintesis-hidrélisis se observa 

como un incremento en ej consumo de oxigeno mitocondrial. El 

efecto del arsenato sobre el potencial transmembranal es similar at 

del fosfato, es decir, el arsenato incrementa el A‘Y al disminuir e! 

ApH. 

Al aumentar la concentracién del Ca* (10° M>10* M) en 

las mitocondrias de higado de rata, la arsenilacién oxidativa se 

incrementé 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 

estimulacién por el Ca”. La arsenilacién oxidativa (sin ADP 

afiadido) fue insensible a carboxiatractilésido, corroborando que en 

este sistema, el translocador esta inactivo. En cambio, la 

fosforilacién oxidativa fue abatida en presencia de 

carboxiatractilésido (CAT) (136-17 nanoatO/min/mg). En la 

fosforilacién oxidativa el control ejercido por el transiocador fue alto 

(0.31), mientras que la ATP sintetasa tuvo un coeficiente de contro! 

de flujo menor (0.21). 

En cambio, en la arsenilacién oxidativa, e! contro! ejercido 

por {a ATP sintetasa aumenté considerablemente (0.74), indicando 

que en ausencia del translocader, el control se desvia hacia ia ATP
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sintetasa; ya que en la arsenilacién oxidativa el control ejercido por 

las enzimas de la cadena respiratoria es prdcticamente cero 

(Moreno-Sanchez, 1985b), y entonces, en condiciones normales 

(fosforilacién oxidativa) uno de los puntos de control de la via es el 

translocador de nucledtidos de adenina. 

Esta distribucién del contro! tiene lugar en el estado 

estacionario, ya que al aumentar la velocidad de fosforilacién 

(incrementando la concentracién de Pi) e! contro! ejercido por ef 

translocador aumenta mientras que el control de la ATP sintetasa 

disminuye. Ef control de esta ultima enzima también va 

disminuyendo al incrementar la arsenilacién oxidativa (aumento de 

arsenato) (Moreno-Sanchez, 1985b). Los resultados sugieren que 

tanto el Ca” como el Pi son factores que modulan la fosforitacién 

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 (Kramer et al/., 1986). Se 

observé una activacién por el Ca”* det transporte de nucledtidos de 

140 hasta 1075 mol/g/min (6-7 veces), con una Kos de 100 uM. 

Tal efecto del Ca”* no fue reproducible en las mitocondrias intactas, 

a menos que se eliminara la 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 a/., 

1996; Brustovetsky 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 

M1 mM) se comporta coma un canal y cuyos componentes, la 

porina y el translocador (Beutner ef al, 1996) forman el ‘poro ala
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transicién 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 /a interaccién 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 e! mas calcificado 

(60% calciofmasa). Se identificé una proteina que une Ca” con 

moderada capacidad y baja afinidad en estas células como la 

subunidad B catalitica del complejo F, de la ATP sintetasa 

mitocondrial (Hubbard y McHugh, 1996). De manera similar, se 

observé 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 observe fa fijacién dei Ca”* sobre la preparacién purificada 

de FoF, mitocondria! de corazon de bovino (Zakharov et ai/., 1996). 

Aunque las concentraciones de Ca** utilizadas fueron de orden 

suprafisiolégico (5-50yM), 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 la 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 et al., 1981). Sin embargo, 

el patrén electroforético de la proteina inhibidora, debido a un 

equilibrio de! monémero al dimero sdlo fue modificado por Ca” con
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concentraciones milimolares (0.1 y 1 mM). Sélo en presencia de 1 

mM de Mg” se pudo observar la formacién de! dimero con una 

concentracién baja (0.1 uM) 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 distintos sitios de unién a 

cationes. Sin embargo, Klein et a/. (1982) no encontraron efecto dei 

Ca* sobre la interconversi6n de monémero a dimero, 

El Ca* (001 uM) estimuld la actividad de ta ATPasa 

(0.33922.88 jmol/minémg) y disminuyé la actividad de la ATP 

sintetasa (0.1220.04 nmol/minémg) sdélo en las particulas 

submitocondriales suplementadas con !a proteina inhibidora de la 

ATPasa, CaBl (Yamada y Huzel, 1989). En las particulas carentes 

de la CaBI el Ca’* no tuvo efecto. Se concluyé que la actividad de 

la proteina inhibidora (CaBl) de ia ATPasa era modulada por Ca”’. 

En cardiomiocites de rata se observé una estimulacion por 

Ca” (62%) sobre ta hidrélisis de ATP (Das y Harris, 1990b). Esta 

estimulacién fue sensible al rojo de rutenio, implicando al Ca”* 

intramitocondrial como elemento regulador. Los autores sugirieron 

que Ja estimulacién del Ca’ sobre la enzima podia darse por 

incremento en el Aux" 0 a través de la proteina inhibidora de la 

ATPasa, IF;. De igual forma, Gardufio ef al, (1992) observaron una 

estimulacién del 250% de la actividad de ATPasa en presencia de 1 

uM 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 concentracién de 10 nM a 500 uM de Ca” 

disminuy6(48-37%) el desplazamiento del sitio de unién de ta 

proteina inhibidora de la ATPasa, pero hubo una activacion de la  
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hidrélisis de ATP (334 ymoles/min/mg). La reactivacién de la 

ATPasa y la liberaci6n 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 hidrdlisis del ATP parece ser 

independiente de la salida de fa IF,, sin conocerse el mecanismo 

exacto. 

Cabe sefialar que sdlo se ha observado el efecto del Ca”* 

sobre fa ATPsintetasa en condiciones de hidrdlisis, pero no sobre la 

actividad sintética; de hecho ta asociacién de la IF, a la enzima 

bloquea la hidrdlisis pero no tiene efecto sobre la sintesis 

(Khodjaev et a/., 1990).



14 

OBJETIVO 

Establecer las condiciones optimas para la maxima estimulacién de 

la fosforilacién oxidativa por el Ca” cuando se utilza succinato 

como sustrato. 

Identificar a las enzimas de la fosforilaci6n oxidativa que se 

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

HIPOTESIS 

Las evidencias presentadas muestran que el aumento en la 

concentracién de Ca” intramitocondria! estimula la sintesis de ATP 

aun sin la participacién de las deshidrogenasas sensibles al cation. 

Cabe esperar que dicha estimulacian sea a nivel de los dos 

sistemas, el oxidativo y e! 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 ta sintesis de ATP (coeficientes de control de 

flujo y control cinético via ADP), a nivel del sistema fosforilante, el 

blanco potencial del Ca” seria la transiocasa de los nucledtidos de 

adenina. 

Las evidencias muestran que el blanco del Ca”* sobre la cadena 

respiratoria tiene lugar a nivel del Complejo III, pero no se descarta 

la participacion del transportador dei succinato. 
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METODOLOGIA 

Aislamiento de mitocondrias de higado de rata 

Se llevé a cabo seguin lo descrito por Moreno-Sanchez (1985) con 

algunas modificaciones. Una rata Wistar de 200-300 g se ayunéd durante 24 

horas, para agotar el glucégeno del higado que sedimenta con las 

mitocondrias. El dia del experimento, la rata permanecié una hora en el 

cuarto frio, para aumentar la degradacidn del glucdgeno. La rata se sacrificd 

por golpe y dislocacién cervical. Rapidamente el higado se extrajo y se 

colocé en solucién SHE (sacarosa 250 mM, Hepes 10 mM y EGTA 1 mM) a 

4°C. Se trituré ef tejido y lavé dos veces con la misma solucién. Se corté 

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 centrifugé durante 10 minutos a 2,500 tpm. El 

sobrenadante (sn) resultante se centrifugé 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 (albumina de suero bovino deslipidada) al 0.2% y se incubd 

durante 10 minutos a 4°C con agitacién ocasional. Se tlevé a volumen 

maximo (35ml) cada tubo con solucién SHE y se centrifug6 a 8,500 rpm 

durante 10 minutos. La pastilla resultante se resuspendié en 1 ml de medio 

SHE para dar una concentracién de ta proteina de 40-60 mg/m. El 

rendimiento por medio higado fue de 200-300 mg totales de proteina 

mitocondrial. 

Determinacién de ta proteina mitocondrial. 

Se realiz6 por el método de Biuret, utilizando albtimina bovina 

como estandar.
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Medicion del consumo de oxigeno. 

La actividad de la cadena respiratoria se midié utilizando un 

oximetro YSI-5300 con un electrodo tipo Clark. La camara del oximetro se 

adapt6 a un bafio 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 (KCI 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 1 mM). Al cabo de este 

tiempo se afadié ADP para registrar el estado 3 de la respiracién. Para los 

experimentos de respiracién desacoplada, se afiadieron 100-500 pmoles de 

oligomicina a los 6 minutos y medio, seguidos de un exceso de ADP y a los 

7 minutos se agregé 1.1 pl de CCCP 0.5 mM y se registré el consumo de 

oxigeno. 

Amortiquadores de Ca”"/EGTA y Ca”*/HEDTA. 

Para controlar las concentraciones de Ca” fibre se utilizaron 

amortiguadores de Ca”, segtin lo descrito por Moreno-Sanchez et al (1993). 

La concentracién de Ca” libre con e! amortiguador Ca“/EGTA varié de 50 
nM a1 YM y con el amortiguador Ca”*/HEDTA varié de 50 nM a2 pM. 

Cuantificacién de la sintesis de ATP. 

  

La sintesis de ATP mitocondrial se cuantificd por un método 

tadioactivo, utilizando “P. El método de extraccién se realizé con molibdato 

de amonio y acetato de butilo en presencia de acetona. La radioactividad se 

midié6 como cuentas por minuto (cpm) y se expresé en nmoles de 

ATP/iminimg. Las mitocondrias (0.75 mg/m!) se incubaron en KME con 

Succinato S mM, rotenona 1 YM, Pi 2 mM (*P, 0.8-1.2 x 10° cpmimt) y MgCl, 
0.6 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 tos 7 minutos se afiadié un exceso de ADP. A los 2 minutos 

siguientes la reaccién se detuvo con 200 yl de TCA (acido tricloroacético) al
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30% (piv) y a 4°C. Se centrifugé durante 5 minutos a 2500 rpm. Se transfirié 

un ml del sebrenadante y se le agregé un ml de molibdato de amonio (5% / 

H2SO, SN). La mezcla se incubé por 2 minutos a 30°C. Se agité en un vortex 

vigorosamente durante 30s. De las dos fases perfectamente distinguibles, 

se extrajo la 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 incubé nuevamente 

a 30°C durante 2 minutos y se agité vigorosamente y extrajo ia 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 H20 como medio ionizable para que la radiacién B de alta 

energia se convierta en B de baja energia (tritio), con lo que ya no es 

necesario utilizar liquido de centelleo como sefial amplificadora. Este efecto 

se conoce come radiacién Cerenkov. 

Determinacién del potencial transmembranat con safranina. 

La safranina es un catién lipofilico que se distribuye a través de la 

membrana, de acuerdo con !a ecuacién de Nernst. El empaquetamiento de 

este catién en la matriz mitocondrial provoca un cambio en la absorbancia, 

mismo que es registrado en un espectrofotémetro de doble longitud de onda 

a 554-520 nm (Akerman y Saris, 1976; Zanotti y Azzone, 1980). Se 

incubaron las mitocondrias en medio KME con safranina 5 yM y en las 

condiciones sefialadas en la seccién de “Resultados y Discusion’. 

Medicién del potencial transmembranal con TPP*. 

La diferencia de potencial eléctrico generado 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 sera la incorporacién det TPP* 

hacia el interior de ta 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 [PH}-TPP* (0.25mM=99,862 cpm/nmol). A los 7 minutos se 

afiadié ADP en exceso. A los 2 minutos siguientes se detuvo la reaccién 

centrifugando rapidamente a 14,000 rpm durante 1 minuto. Se tomaron 

150 pl del sobrenadante y el resto se adsorbié con un cotonete. La pastilla 

se deposité en hielo. Las pastillas se solubilizaron con Trit6n X-100 al 1% 0 

SDS al 1%. Las pastillas solubilizadas y sus sobrenadantes respectivos se 

transfirieron a unos viales. Se les afiadid 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 fa ecuacién de Nernst 

propuestas por Rottenberg (1984) para mitocondrias de higado de rata. Esta 

ecuacién toma en cuenta los coeficientes de particisn del TPP” a ambos 

lados de la membrana interna mitocondrial: 

AY = 60.5 log (R Vo - Ko’/ Vi + Ki’) ; 

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

Medicién de la arsenilacién oxidativa. 

El arsenato es un andlogo estructural de! fosfato. Este andlogo 

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 enddégeno 

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 respiracién. Las mitocondrias se 

incubaron en presencia de succinato 5 mM, rotenona 1 uM 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 

registré 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 convierte a la glucosa 6-fosfato en 6-fosfoglucono §- 

lactona. 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 medicién de la sintesis de ATP, excepto que se 

afadieron 100 pl de PCA al 30% (acido perciérico) en vez de TCA. El 

sobrenadante obtenido después de la centrifugacién se neutralizé con ta 

mezcla de tri-n-octilamina y triclorotrifluoroetano 1:1 (Khym, 1975). De esta 

mezcia, previa agitacién en vortex, se obtuvieron 3 fases. Se tomé la fase 

acuosa superior y se congel6 a -70°C. El dia de la lectura, se 

descongelaron las muestras. Cada muestra se afiadié a un medio 

compuesto por Hepes 0.1 M pH 8, 20 pi de glucosa 1 M, 20 pl de NAD*P 20 

mM, 8 pl de MgCl, 1 M y 10 ul de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de 

Leuconostoc mesenteroides (2 mg/ml; >750 unidades de NAD/mg). La 

reaccién se iniciéd con 20 pl de hexocinasa (1mg/ml; 130-250 unidades/mg) 

en un espectrofotémetro 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, 6.22 M', se calculé el ATP en 

nmoles/min/mg. 

Actividad del citocromo bet. 

La actividad del complejo Ill mitocondrial se determinéd como 

porcentaje de reduccién de éste, en presencia de succinato y de substratos 

artificiales donadores del bc,, tanto en estado 4 como en estado 3 de la 

respiracién. Las mitocondrias fueron incubadas en medio KME con el 

substrato indicado, Pi 2 mM, Mg 0.6 mM y rot 1 uM, con concentraciones 

crecientes de Ca/HEDTA. A ios 7 minutos se afiadid ADP. Se obtuvo el 

minimo de reducci6n al afiadir 4 yl de CCP 0.5 mM. El maximo fue obtenido
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en presencia de antimicina y ditionita. La reduccidn del citocromo b fue 

medida a 34°C utilizando un espectrofot6metro de doble haz a 560-575 nm 

de longitud de onda, registrando !a absorbancia en funcién de! tiempo, tal 

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

El efecto de ia temperatura y tiempo de preincubacién sobre la respiracién 

mitocondriat. 

Durante el aislamiento de las mitocondrias, éstas son expuestas a 

altas concentraciones de Ca”* (Létscher ef a/., 1980) por tanto, es necesario 

preincubarlas durante ciertos minutos para disminuir su concentracién a 

niveles fisiolégicos (5-20 nmoles/mg proteina mitocondrial). El tiempo de 

preincubacién sobre fa velocidad de respiracién 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 respiracién mitocondrial. Esto fue corroborado en el 

laboratorio por Ménica Carmona en 1993. 

Esta alta concentracién de Ca” enddégeno impidid que, por 

ejemplo, en mitocondrias aisladas de placenta humana, con succinato, no 

se observara estimutacién por Ca’* (01 pM) sobre ef estado 3 de la 

respiraci6n mitocondrial (Gardufio et a/., 1992). Las mitocondrias de 

placenta humana tienen un alto contenido de Ca” (Martinez et al, 1987) 

por lo que podria ser que tanto el tiempo de preincubacién ( 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- 

Sanchez y Torres-Marquez, 1991) un tiempo de preincubacién 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 Et TIEMPO 

DE PREINCUBACION EN LA RESPIRACION MITOCONDRIAL 

Las mitocondrias (1mg/ml) fueron incubadas en KME, succinato 5mM, 

rotenona 1pM, Pi 2mM, Mg?" 0.6mM £0.3uM de Ca?" durante el tiempo y 

ta temperatura indicados. El ADP se afiadié 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 

maxima del Ca", en porcentaje.
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La velocidad de consumo de oxigeno disminuy6é conforme se 

aumento ef tiempo de preincubacién (Fig.2B) tanto a 34 como a 37°C con 

cierto desacopiamiento hacia fos 10 minutos (estado 4, Fig.2A). En 

presencia de Ca”, la disminucién de la velocidad es menor, encontrandose 

una estimulaci6n mayor (57%) a los 7 minutos de_ preincubacion, 

corroborando lo reportado por Moreno-Sanchez (1985) quien encontré una 

estimulacién 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 volvian labiles, por lo que un ligero aumento en la 

concentracién de Ca” las desacoplaba. Al disminuir la temperatura de 37°C 

a 30°C ta estimulacién en presencia de succinato disminuyo 

considerablemente (16.4%), contrario a lo reportado por Moreno-Sanchez 

(1985), que a 30°C observé una estimulaci6én del 83% con este sustrato. A 

37°C, Johnston y Brand (1987) no encontraron efecto del Ca” (0.75820 

nM) con ninguna de las concentraciones de succinato empleadas. Panov y 

Scaduto (1996) tampoco encontraron estimulaci6n 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 

encontré un efecto éptimo del Ca” sobre el consumo de oxigeno fueron 

34°C y 7 minutos de preincubacién. 

Efecto del fosfato. 

Uno de los metabolitos involucrados en et sistema fosforilante es 

el fosfato. Este metabolito interactia con dos de tas enzimas de este 

sistema; et acarreador de fosfatos y la ATP sintetasa. La entrada de fosfato 

(H2P0,) en intercambio con OH’ o en cotransporte con protén, colapsa el 

ApH, transduciéndose en un incremento en el A‘’. 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 

en KME, Succinato § mM, rotenona 1 uM, Mg?" 0.6 mM, en presencia . 

y ausencia de Ca**. Se agregé ADP alos 7 minutos. A los 9 minutos 
la reaccién se detuvo con 200pI de TCA al 30%. Se cuantificé la sintesis 
de ATP por el método radioactivo. 
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en fosfato sabre la sintesis de ATP mitocondrial tanto en presencia como en 

ausencia de Ca”*. La concentracién de Ca” utilizada (0.426 [M) fue con la 

cual habia una estimulacién maxima del consumo de oxigeno. 

Se observé una estimulacién de la sintesis de ATP al aumentar la 

concentraci6n de Pi de 0.5 mM (7Onmoles/minimg) a 8 mM (135 

nmoles/min/mg) (circulos, Fig.3). Se did también un aumento en ta sintesis 

de ATP, en presencia de Ca” de 110 mmoles hasta 180 nmoles 

ATP/minimg cuando se incrementé fa concetracién de Pi de 0.5 mM hasta 8 

mM (puntos, Fig.3). Alin con la enzima completamente saturada (circulos, a 

partir de Pi 8 mM), el efecto estimulador de! Ca” fue observable. Ya que 

este acarreador es el mas rapido en tas mitocondrias de higado (Coty y 

Pedersen, 1975), ademas 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 fosforilacién oxidativa no es a nivel del 

acarreador de fosfatos. Si existe estimulacién a nivel del sistema 

fosforilante, entonces las otras dos enzimas quedan como tos probables 

blancos del Ca”. 

Efecto det 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 ef a/., 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 

advenimiento de nuevas técnicas, se ha establecido que ei Mg’" presenta 

variaciones dependientes de algun estimulo fisiologico y, es probable, que 

las enzimas cuya .actividad dependa de Mg’ puedan ser enzimas 

teguladoras. De hecho, se ha observado una estimulacién de la sintesis de 

ATP por Mg” (Kos=0.13 mM) (Moreno-Sanchez et a/., 1997) en mitocondrias  
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Figura 4. Efecto del Mg” sobre Ia fosforilacién oxidativa 

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 WM y concentraciones crecientes. 

de Mg”*. Se registré el consumo de oxigeno en estado 3 al afadir ADP.
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de corazén de rata. En estas mitocondrias, la estimulacién de ta 

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 nucleétidos de adenina 

es el ADP libre. Cabe esperar que un incremento en fa concentracién del 

Mg” promueva una activacién de la ATP sintetasa mientras que la 

disponibilidad de ADP disminuya, haciendo limitante al translocador. 

En las mitocondrias de higado de rata no se observo estimulacién 

del consumo de oxigeno en estado 3 al variar la concentracién del Mg” de 

0 a2 MM (circulos, Fig.4) ni en presencia de una concentracién estimulante 

de Ca” (puntos, Fig.4). La estimulacién de la respiracién por el Ca”* es 

independiente de la concentracién de! Mg’’, hasta 2 mM (Fig.4). En nuestro 

sistema se excluye a la 2-OGDH y, por tanto, el 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 

coraz6n. 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 ta respiracién en el estado 3, fue observado 

por Murphy et a/.. (1990) en mitocondrias de higado preincubadas con Ca**. 

La modulacién 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 estimulaci6n 

de la fosforilacién oxidativa por Ca**, 

Figura 5. Se preincubaron las mitocondrias durante 7 minutos a 

34°C en KME, succinato 5 mM, rotenona 1 pM, MgCl, 0.6mMy 

Pi 2 mM, en presencia de espermina 0.5 mM. Se determina ta 

sintesis de ATP por el método radioactivo.
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intramitocondrial es el que ejerce ia estimulacién sobre la fosforilacién 

oxidativa. 

Estimutacién de la fosforilacién oxidativa por Ca’*. 

Las mitocondrias de higado de rata sintetizaron 130 nmoles de 

ATPiminimg aproximadamente. En presencia de 0.25 uM de Ca”, ta 

sintesis de ATP aumenté hasta 206.8 nmoles (Figura GA). Ef Ca” estimulé 

un 57% la fosforitacion oxidativa en presencia de succinato, con una Kos de 

0.17 WM. Este resultado corrobora el obtenido por Moreno-Sanchez (1985) a 

30°C en el cual se did una estimulacién de ta sintesis de ATP con succinato, 

de aproximadamente 70.7% en jas _mitocondrias preicubadas por 5 minutos. 

La estimulacién del Ca” sobre el estado 3 de la respiracién con succinato 5 

mM, sin que existiera cambio en el estado 4, y sobre la sintesis de ATP 

presenté un maximo con 1 uM de Ca”*mientras que con 5 iM se daba un 

efecto inhibitorio. En nuestras condiciones, se diéd una sensibilidad mayor 

por el Ca** ya que el efecto desacoplante e inhibitorio se observ6 a partir de 

0.4 uM de Ca”. Las diferencias observadas pueden deberse al tiempo de 

preincubaci6n y la temperatura utilizados en cada disefio experimental. 

Una de las evidencias de que e! Ca” puede estimular a ta 

fosforilacién oxidativa a! activar enzimas que no son las DHs, es la de 

observar activacién de ja sintesis de ATP por Ca” cuando el sustrato es 

succinato. Otra de las evidencias la observaron Moreno-Sanchez et al, 

(1990,1991), al graficar el porcentaje de reduccién del NAD*(P)H contra el 

porcentaje de la respiracién en estado 3, en mitocondrias de corazén de 

fata. Los autores observaron que la curva en presencia de Ca” se 

desplazaba hacia la izquierda de la curva que tenia diferentes 

concentraciones de 2-OG. 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, fo cual indica que, ademas de las 

DHs, se estdn activando otras enzimas. Con base en los resultados 
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observados (Moreno-Sanchez ef a/., 1990; Moreno-Sanchez et a/., 1991), 

los autores sugirieron que el Ca” ademas de estimular a las DHs, 

estimulaba a otros niveles, como son Jas enzimas de la cadena respiratoria 

ylo 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 def NAD*(P)H por Ca’* no correspondia 

con un incremento en el consumo de oxigeno en estado 3. Asimismo, sdlo 

se observé una activacién por Ca” del 4'¥ en presencia de ADP; es decir, 

que sdélo en condiciones de estado 3 de la respiracién el Ca” ejerce una 

activacion sobre ta fosforilaci6n oxidativa. El aumento en la concentracién 

de sustrato provocé una estimulacién de la respiracién en presencia de 

ADP. La respiracién mitocondrial en coraz6n fue altamente dependiente de 

ADP y Ca”. La mayor estimulaci6n fue observada con glutamato. No hubo 

efecto del Ca” sobre la reduccién del NAD*(P), el Ay o la respiracién con 2- 

OG 10 mM, que es una concentracién saturante, por lo que se concluyé que 

el efecto del Ca” era a nivel de la 2-OG 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 (+ 1 uM Ca”) mientras que 

Moreno-Sanchez ef af. (1990,1991) utilizé una misma concentracién de ADP 

con concentraciones crecientes de Ca”. A la misma concentracién de 2- 

OG 10 mM, (100% de respiracién en estado 3) se observé un 37% (Moreno- 

Sanchez ef a/., 1990) y 72% (Panov y Scaduto, 1996) de reduccién de 

piridin nucledtidos. 

El efecto activador del Ca®* sobre la fosforilacién oxidativa se ha 

observado en mitocondrias de higado de rata. La evidencia en corazén no 

ha sido contundente. Las diferencias observadas pueden deberse al 

metabolismo energético de cada organo; las mitocondrias de higado, en 

presencia de succinato, consumen oxigeno a velocidades menores (60-100
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Figura 6. Estimulaci6n 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 32pi. A los dos minutos de fosforilacién, 

se detuvo la reaccién con 200 pl de TCA al 30%. Se centrifugé durante 5 

minutos a 2500 rpm. El sobrenadante se transfirié y proces6é para ta extraccién, 

como se describié 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 describiden la Figura 5. A los 7 

minutos de incubacién se agregaron 300-500 nmoles ADP para iniciar el 

estado 3 de la respiracion. Se siguidé el registro hasta el regreso al estado 

4 de la respiracién. Se calibré con ditionita al final de cada trazo. La 

relacién 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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ngatO / min / mg) que las de corazén (300-500 ngatO/min/mg). La 

concentracién de la F, ATPasa es menor en el higado (0.12 ymol/mg 

proteina) que en el corazon (0.27 umol/mg proteina) (Bertina et al/., 1973). 

La concentracién del translocador también es menor en el higado (0.2-0.3 

ymol/g proteina) que en el coraz6n (1-1.2 umol/g proteina) (Block ef ai., 

4980). Esto implica que la proporcién del translocador/F,ATPasa es menor 

en el higado (2) que en el corazén (4.5); en las mitocondrias de! higado de 

rata, el contro! recae principaimente en el translocador de ATP/ADP y el 

transporte de sustratos mientras que en las mitocondrias del corazén, el 

control recae sobre Ja ATP sintetasa y el complejo |, lo cual explica la 

reciprocidad observada (Moreno-Sanchez, 1985) en ‘os coeficientes de 

contro! 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/min/mg en la 

ausencia de Ca” y de 149 ngatO/min/mg con 0.6 1M de Ca” libre (Fig. 6B). 

Al obtener la relacién P/O (Tabia 1), es decir, las nmoles de ATP sintetizado 

por oxigeno consumido, ta P/O del contro! (1.84) disminuyé a 1.38 en la 

condicién de maxima estimulacién. Con concentraciones cercanas al 1 uM 

de Ca” ta P/O disminuy6 drasticamente hasta 0.22. Las relaciones P/O para 

la estimulacién de !a fosforilacién oxidativa por el Ca’* se muestran en la 

Tabla |. 

La P/O disminuyé drasticamente debido a que las curvas de 

sintesis de ATP y respiracién en estado 3 muestran Kos diferentes. La 

sensibilidad por Ca”* es mayor en cuanto a la sintesis que a la respiracién. 

Hacia el punto éptimo de la curva de respiracién, la activacién es igual que 

el desacoplamiento e inhibiciébn. Esto se comprueba con ia relacién ADP/O, 

que disminuye a partir del punto maximo de estimulacién (0.60.8 yM de 

Ca’: Fig.6B). En cambio, al medir la sintesis de ATP directamente, sdlo se 

esta registrando ef efecto activador del Ca” y el desacoplamiento e 

inhibicién se registra como la disminuci6n en la eficiencia del sistema, es
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TABLA |. Efecto del Ca?” sobre la relacién P/O en las mitocondrias 

del higado de rata. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

[Ca”*/HEDTA] 

(uM) PIO 

0.00-0.02 184 +081 

0.05-0.10 210 +£1.06 

0.11-0.20 241 £1.12 

0.21-0.30 182 +£0.71 

0.31-0.40 136 +0.84 

0.41-0.50 0.95 +£0.94 

0.51-0.60 0.77 +046 

0.71-0.80 0.53 +049 

0.81-0.90 0.55 +050 

0.90-1.10 0.22 +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 respiracién en el estado 3, por oximetria. Para ta 
divisién, las concentraciones de Ca” fueron agrupadas en intervalos, como 

se muestra en la Tabla 1. 
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decir una disminucién en fos nmoles de ATP sintetizado. A partir de 0.4 uM 

de Ca’, la P/O disminuye drasticamente mostrando que al efecto de 

desacoplamiento se une ta inhibicién de la via por dafo 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 respiracién, a 34°C, 

con una concentracién de Mg”* 0.6 mM, Pi 2 mM y rotenona 1-2 uM y 

utilizando una concentracién saturante de sustrato como la de succinato 5 

mM, se observé una estimulacién del Ca” sobre.e! consumo de oxigeno asi 

como de ia 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 anrtificiales. 

Los resultados anteriores demostraron claramente que existe una 

estimulacién del Ca® sobre la fosforilacién oxidativa. Esta estimulacién es 

independiente de ia activacién de las deshidrogenasas. En trabajos previos 

se ha observado que la succinato deshidrogenasa no es sensible al Ca” 

(Murphy et a/., 1988). Los coeficientes de control de flujo (Co) de la ATP 

sintetasa y la translocasa de ATP/ADP en las mitocondrias de higado de 

tata varian alrededor de 0.1-0.3. Compartiendo estas dos enzimas la 

mayoria del control sobre la via, cabria esperar que fueran susceptibles a fa 

activacién por Ca”. Evaluamos el efecto de otros sustratos sobre nuestro 

sistema para lograr reproducir ia estimulacién del Ca”* sin la participacién 

de las deshidrogenasas, y para descartar a la succinato deshidrogenasa 

(utifizando quinonas) y al Complejo ill (utilizando TMPD). 

En presencia de antimicina, un inhibidor del Complejo ill 

mitocondrial, y de ascorbato como reductor, tanto el PMS (metasulfato de 

fenazina) como e! TMPD (tetrametil-p-fenilenediamina) donan sus 

electrones a la citocromo oxidasa. En presencia de la rotenona, un inhibidor
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Figura 7. Efecto det 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 el medio KME durante 7 minutos 

a 34°C. Se afiadié un exceso de ADP. A los 9 minutos la reaccién se 

detuvo con 100 pl de PCA al 30%. Se neutraliz6 con octilamina y 

triclorotrifluoroetano 1:1. Se determiné 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 CH} TPP 0.8 UM a 34°C durante 7 

minutos. Se agregé un exceso de ADP. La reaccién se detuvo por ultracentri- 

fugacién, como se explica en la seccién de la "Metodologia”. 
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del Sitio 1 de la cadena respiratoria, y del DTT (ditiotrietol) como agente 

reductor, tanto la quinona 1 (Qi) como la duroquinona (dq) donan sus 

electrones al be). 

Se evalud el efecto de estos sustratos sobre la sintesis de ATP. 

No se observo estimulacién por Ca’* de la sintesis de ATP en presencia de 

PMS o TMPD (Fig.7) ni con los analogos de la quinona. En la sintesis de 

ATP por método enzimatico, los valores de ATP fueron mayores (Fig.8A) 

que por el método radioactivo (Fig.7). Las P/O obtenidas con el método 

enzimatico (e) son mayores que con el método radioactivo (r}; con TMPD 

0.3 mM se obtuvo una P/O(e) de 2.13 y P/O (r) de 0.71; para PMS 1 WM, 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. Los valores que se acercaron mas a este 

numero fueron obtenidos por el método radioactivo. Las P/O(e) para Q, y dq 

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 concluyé que el método 

mas confiable para la medicién del ATP sintetizado es el de! “Pi. Las 

diferencias en ambos métodos pueden deberse a que en el método 

radioactivo, el numero de lavadas aumenta cuando se emplean DTT o 

ascorbato ya que estos reductores interactuan 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 estimulacién por el Ca’*, pero tampoco se 

observa inhibicién, lo cual lleva a la conctusién de que Ja citocromo oxidasa 

no es blanco det Ca”. La conclusién seria igual para los 2 andlogos de 

quinonas (Fig. 8A); en este caso, se esta descartando tanto la citocromo 

oxidasa como el citocromo be; El Ca” en presencia de los donadores 

artificiales no estimuld; bajo el método enzimatico, se observd inhibicién 

predominantemente con el PMS y TMPD (Fig.8A). Tal inhibicién 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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det 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 observé una 

disminucién en el potencial en presencia de Ca”. Aun a concentraciones 

menores de TMPD, se observa un desacoplamiento, ya que, sin afadir Ca?” 

(grafica 3, Fig.8B), al incrementar ta concentracién del sustrato, el potencial 

transmembranal disminuye. Con TMPD 0.1 mM, Murphy ef a/. (1990) no 

observaron estimulacién del consumo de oxigeno por el Ca’. Sin embargo, 

con durohidroquinona obtuvieron 92% de estimulacidn y con succinato, 

152%; lo cual les evé a concluir que el be, era e! blanco del Ca”’. Los 

resultados con TMPD descartan como blanco a la citocromo oxidasa e 

implican que sdlo en presencia del bc1 se observa estimulacién. Sin 

embargo, los resultados con quinonas descartan al Sitio 2. El tratamiento 

empleando con quinonas y durohidroquinona fue diferente. Las moléculas 

entre si son diferentes ya que la durohidroquinona 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 reduccién del 

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

Acarreador de dicarboxilatos y Complejo |. 

Si la succinato deshidrogenasa no es sensible al Ca”* (Murphy ef 

al, 1988), el unico candidato restante de! 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 ef ai/., 1988). Sin embargo Moreno-Sanchez 

(1985b) reporté un Co de 0.08 para esta enzima. Las discrepancias en los 

resultados han sido interpretadas en términos del disefio experimentai 

(Moreno-Sanchez y Torres-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 

estimulacién de la fosforilacién 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 a! 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 participacién del Complejo 

|, pero no puede discriminarse que la activacién sea a ese nivel 0 sobre la 

2-OGDH; de ahi el uso de particulas submitocondriales o mitocondrias 

permeabilizadas. 

Efecto det Ca” sobre el AY. 

La activacién de la fosforilacién oxidativa por e! Ca’, en presencia 

de succinato, puede deberse a ta estimulacién sobre el! sistema oxidativo 

y/o el fosforilante. Una estimulacién 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 actividad de la cadena 

respiratoria el gradiente electroquimico de protones (Apn+) aumentaria. Este 

gradiente puede medirse a nivel de uno de sus dos componentes: el AY, 

que en mitocondrias es el componente principal del gradiente 

electroquimico (Nicholls y Ferguson, 1992). 

Asimismo, una estimulacién a nivel del sistema fosforilante se 

traduciria como una disminucién en su sustrato, es decir, en el gradiente. 

Una estimulacién de la misma magnitud sobre los dos sistemas, daria un 

efecto nulo sobre e! 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, MgCl, 0.6 mM, Pi 2 mM, 

rotenona 1 uM y la concentracién de Ca** indicada, durante 

7 minutos a 34°C, como se indica en la seccién de la "Metodologia”. 

A) estado 3; B) estado 4 a 34°C y C) estado 4 a 20°C.



43 

En presencia de ADP, el Ca” provocé un aumento en el gradiente 

electroquimico, medido como AP (Fig.9A). La concentracién de Ca?’ fibre 

para la estimulacion del potenciat transmembranal varié alrededor de 0.85 

uM. En este intervalo (0.8-0.9 uM de Ca”), se did un incremento 

significativo en relacién con el control (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 fa 

estimulacién del Ca” sobre el potencial ttansmembranal era dependiente de 

ADP en mitocondrias de corazén de rata. El resultado observado en la F ig. 

9A argumenta a favor del efecto det Ca”* sobre el sistema oxidativo. 

El estado 4 de la respiracién mitocondrial esta gobernado por la 

permeabilidad pasiva a fos protones. EI coeficiente de control de flujo de ta 

permeabilidad a protones en el estado 4 es de 0.7-0.9 (Brown et al., 1990). 

Esto significa que la permeabilidad pasiva a H’ controla la via un 70-90%. 

Un coeficiente de contro! alto implica que la enzima o el paso metabdlico es 

lo suficientemente lenta como para limitar a toda la via, o bien, que su 

elasticidad 0 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 del Ca”* sobre el potencial transmembranal a 20°C en 

estado 4 mitocondrial (Fig.9C). No se observé estimulacién del cation sobre 

este sistema, debido a que el cambio en la temperatura (34 a 20°C) no fue 

{o suficientemente grande; de hecho el A'¥ en los controles 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 [a dependencia del consumo de oxigeno por el gradiente electroquimico 

es grande sdlo a bajas velocidades de la respiracién (Westerhoff et 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 respiracién. Los resultados de la figura 9A muestran que una 

variacién de 14°C no es suficiente para promover una disminucién en el 

gradiente y, por tanto, en la cadena respiratoria. 

El resuitado de {a figura 9C corrobora lo propuesto por Rolfe et al. 

(1994) y Rolfe y Brand (1996); en mitocondrias aisladas, Ja permeabilidad 

de los protones no esta involucrada en el efecto de la temperatura sobre el 

control de la fosforilacién oxidativa y que esta permeabilidad pasiva a H* es 

insensible a la accién del Ca” (Mildaziene et al., 1996). 

Arsenilacién oxidativa. 
  

Se seleccionaron las curvas con mas del 100% de estimulacién 

por Ca” sobre la respiracion en estado 3. La concentracién éptima de Ca”* 

para obtener el maximo de estimulacién varié alrededor de 800 nM (Tabla 

I. 

El arsenato (5mM) afiadido a los 6-7minutos, estimuléd la 

respiracién hasta 89 ngatO/min/mg, un valor aproximado a la estimulacién 

con ADP (75 ngatO/min/mg, Tabla If). 

En presencia de Ca” se observé una estimulacién de la 

arsenilaci6n oxidativa del 22%. El carboxiatractilésido (CAT) no afecté 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 ta arsenilacién sin CAT (89 ngatO/min/mg) o con Ca”* 

(118 ngatO/minimg) y, dada ta desviacién estandar, se puede concluir que 

el Ca” no estimula ni desacopla a la arsenilacién oxidativa. Al afiadir ADP 

en fa arsenilacién oxidativa, se involucra a la translocasa. En presencia de 

ADP se observé un incremento de la arsenilacién (155ngatO/min/mg). En
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Tabla ll. EFECTO DEL Ca?" SOBRE LA ARSENILACION 

  

RESPIRACION 

  

  

0.8 + 0.08 uM de Ca” 

CONDICION 
(ngatO/min/mg) 

Respiraci6n en estado 3 75427 

respiracién en estado 3 + 177 +51 

  

% de estimulacién 140 + 37 p<0.0001 (n=10} 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    
respiracién con arsenato * 89+ 41 

arsenato + Ca®” ** 118 + 24 
% de estimulacion 22 + 16 p<0.046 (n=10) 

arsenato + Ca** + CAT 101420 

arsenato + ADP * 155 + 40 

arsenato + ADP + Ca“ ** 202 + 43 
% de estimulacién 32 £ 13 p<0.025 (n=8) 

arsenato + ADP + Ca** + CAT 95419         

* 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 0 carboxiatractilésido (CAT) donde 
se indica, a 34°C. A los 7 minutos se afiadié arsenato 5 mM + ADP y se registré 
el consumo de oxigeno.
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presencia de Ca” se estimulé la arsenilacion hasta un 32%, una 

estimulacion significativa (p<0.025) sobre la estimulacién de la arsenilacién 

sin ADP. En presencia de ADP, el CAT inhibié la arsenilacién hasta su valor 

basal (95ngatO/min/mg), corroborando ta participacién de la transiocasa en 

esta condicién. Estos experimentos de arsenilacién y los reportados por 

Moreno-Sanchez (1985) involucran al translocador de adenin nucledtidos 

en ef efecto del Ca” sobre Ja fosforilacién oxidativa. Sin embargo, para 

descartar algun efecto por desacoplamiento, (ya que bajo estas condiciones 

no es posible obtenerse un contro! respiratorio o una relacién ADP/O), se 

determinéd el efecto del Ca’ sobre el potencial transmembranal con 

safranina en la arsenilacion oxidativa. 

014 

ARS? app 
Ci \    

    

AR s? ADP 

      

  ‘ a 1 
10° 

TLE MPO 

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 WM, MgCl, 0.6 mM, succinato 5 mM y Ca”) HEDTA 0.7 uM. A los 7 

minutos se afadié arsenato 5 mM + ADP en exceso y se calibré con CCCP 0.5 

uM. La se/ial se registré en un espectrofotémetro de doble haz a 554-520 nm de 

longitud de onda. 
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Se observé una disminuci6én en ef potencial transmembranal al 

afadir Ca” en presencia de arsenato (Figura 10). Al afadir arsenato, el 

potencial aumenté, ya que el arsenato ejerce el mismo efecto que el fosfato, 

colapsa el ApH. Tal disminucién se transduce como un aumento en el AY. 

Sin embargo, en presencia de 0.8 4M del Ca”, existe una disminucién en el 

potencial transmembranal, con y sin ADP. Este resultado sugiere que et 

efecto del Ca” sobre la arsenilacién oxidativa, se debe en parte a un 

desacoplamiento. Sin embargo, cabe aclarar que para el experimento con la 

Ssafranina no se determinéd el control respiratorio mientras que los 

experimentos para la arsenilacién tuvieron un porcentaje de estimulacién 

con Ca mayor del 100%. La disminucion en el potencial debe cuantificarse 

por algun otro método. Mas aun, el ADP es un agente protector del dafio 

mitocondrial. La disminucién en el potencial transmembranat 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 ef 

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 (Mitdaziene et a/., 1995) aunque no necesariamente la 

activacién de una enzima va a mostrar una disminucién en su coeficiente de 

control de flujo (Mildaziene ef a/., 1995). Es pertinente aclarar que las 

diferencias serialadas pueden deberse al tipo de tejido utitizado (higado 6 

corazén) o al sustrato empleado (2-OG 0 succinato). 

Se han realizado estudios teéricos en los cuales se ha mostrado 

que puede existir un contro! paraddjico (Kholodenko y Brown, 1996). En el 

control paraddjico, el aumento en la actividad de la enzima va ligado al 

aumento en su coeficiente de control y a la estimulacion del flujo de ta via. 

Se define como cociente de control de respuesta a Ja relacién existente 

entre el coeficiente de control de flujo y el coeficiente de elasticidad. Si la
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relacién es positiva, el Co de la enzima aumentara al activarse ésta y 

disminuiré al inhibirse la enzima. Este comportamiento se denomina 

paraddjico. Si la relacién es negativa, la activacién de la enzima provocara 

la disminucién en su coeficiente de control de flujo. Este comportamiento es 

el clasico. Et control paraddjico sugiere que el hecho de que una enzima 

disminuya su Co no significa forzosamente que esta 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 paraddjico. 

Efecto del Ca”* sobre la sintesis de ATP limitada al 50%. 

El contro! de ia fosforilacién oxidativa en fas mitocondrias del 

higado de rata se encuentra distribuido a nivel del translocador ATP/ADP, la 

ATP sintetasa y el citocromo bc;. Esta distribuci6n 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 

fisiolégicas, la cadena respiratoria trabaja al 60% de su capacidad maxima, 

aproximadamente (Soboll, 1995). 

Con e! objeto de estudiar e! efecto del Ca” sobre ta fosforilacién 

oxidativa en condiciones de respiraci6n semejantes a las fisioldgicas, 

decidimos evaluar el efecto del Ca’* sobre Ia fosforilacion oxidativa al limitar 

a una enzima hasta disminuir el flujo aproximadamente al 50%. Asimismo, al 

limitar a una de las enzimas, ef 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 tos blancos. Suponiendo a la via como una sola 

enzima, los parametros que mostrarian cambios al variar de enzima serian 

una Vmax (estimulacién de F.O.) y la Km (Kos para Ca**). Se realizaron las 

mediciones limitando cada enzima de la fosforilaci6én oxidativa con su 

inhibidor especifico. La sintesis de ATP fue registrada tanto como consumo 
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Figura 11A. EFECTO DEL Ca?" SOBRE LA SINTESIS DE ATP INHIBIDA AL 50% 

Las mitocondrias (0.75 mg/ml) 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 afiadié un exceso de ADP y se dejo fosforitar por 

dos minutos. La reaccién se detuvo con TCA. Se cuantificé el ATP como se 

indica en la seccién de la "Metodologia”.
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Figura 11B. EFECTO DEL Ca** SOBRE LA RESPIRACION EN EL 

ESTADO 3 INHIBIDA AL 50% 
Las mitocondrias (0.75 mg/m!) se incubaron a 34°C en KME con succinato 

5 mM, rotenona 1 uM, MgCl, 0.6 mM, Pi 2 mM, Ca”*/HEDTA yel 

inhibidor indicado. A los 7 minutos se inicié el estado 3 de la respiracion 

al agregar 250-400 nmotes ADP. 
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de oxigeno en presencia de ADP como con “Pi. Sin embargo, las curvas de 

estimulacién por Ca* al disminuir ei sustrato fueron similares, con el 

porcentaje de estimulacién alrededor del 60% para la sintesis de ATP 

(Fig.11A) y del 50% para la respiraci6n en estado 3 (Fig.11B). La 

estimulacién del flujo por Ca”, al limitar la actividad del translocador de 

ATP/ADP con carboxiatractilésido 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” varié en ambos sistemas, como se 

observa en Ja Tabla Hl. 

Tabla tl. [Ca®*] para la maxima estimulacion de la F.O. inhibida al 

50% (R=respiracién en estado 3: A=sintesis de ATP). 

  

  

  

  

  

    

  

      
  

Enzima con la [Ca™*] (uM) a la cual Porcentaje de 

cual se limité la se observé la Estimulaci6n 

via al 50% maxima estimulacién por el Ca” 

Control, succinato R=0.64 +0.07 R = 133 + 53° 

5mM A=0.48 +0.28 A=57 424° 

succinato 0.5 mM R=0.66 +0.10 R=49+19* 

A=0.73 +0.13 A=58+23* 

Complejo I R=0.34 +0.02 R=55+12* 

mitocondrial A=0.13 +0.02 A=59443 

Translocador R=0.15 +020 R= 32 

ATPIADP A=0.27 20.04 A= 142 
ATP sintetasa R=0.31 40.04 R=30+29 

=0.53 +0.23 A= 26 +24 

*p< 0.025 

El porcentaje de estimulacién se obtuvo para cada experimento y se 
Ppromedi6 con sus repeticiones (de donde se obtuvieron las desviaciones 
estandar). Se muestra la concentracién de Ca”* con la cua! se registré la 
maxima estimulacién.
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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 Jimitar al bc, y al translocador, la concentracién de Ca” con ta 

Cual se obtiene ta estimulacién maxima es 2-3 veces menor (de R=0.64 y 

=0.48 a 0.34 y 0.13, para bc, y a 0.15 y 0.27 para el translocador). 

Aunque los resultados para el translocador no alcanzan a ser 

significativamente diferentes, si lo son para el be,, 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 

limit6 la actividad de !a ATP sintetasa disminuy6 la sensibilidad al Ca”* de 

las otras enzimas de la via (el porcentaje de fa estimulacién fue menor, 

Tabla III, R=30% y A=26%). Al inhibir a cualquier otra enzima, se dié una 

mayor estimulacién de la fosforilaci6n oxidativa. Esto indica que cuando la 

ATP sintetasa controla a la via, el efecto de! Ca** es menor y cuando no la 

controla, ef Ca®* ejerce una mayor estimulacion. 

Porcentaje de la reduccién de! citocromo b. 

Et comportamiento det Complejo lil mitocondrial se estudié por et 

espectro de oxidorreduccién de su citocromo b. El sustrato del Sitio 2 es la 

quinona reducida y su producto es el citocromo c 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 reduccién del 

citocromo b. 

Se realizaron curvas de reduccién del citocromo b (expresadas 

como porciento de reduccién) en presencia de concentraciénes crecientes 

de Ca”. Se observé una estimulacién por caicio sobre la actividad de este 

complejo (Fig.12) cuando los sustratos fueron duroquinona (59.4%) o 

quinona (57.7%), pero no con succinato. Asimismo, la estimulacién fue 

mayor en ef estado 4 de la respiraci6n que en el estado 3. De hecho, en 

mitocondrias de coraz6én de rata el potencial redox del citocromo c en 
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Figura 12. EFECTO DEL Ca** SOBRE EL CITOCROMO be 1 | 

Las mitocondrias se incubaron con concentraciones crecientes de | 

Ca** durante 7 minutos, con los sustratos indicados. Se afiadieron 300 

nmoles de ADP. A los 3 minutos se agrego CCCP 3 uM para registrar et 

0% de reducci6n. Se afiadié 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 concentracién de Ca®* de 5 a 230 
nM (Moreno-Sanchez et ai, 1991). Esto se debe a que en el estado 3, se 
activa ta fosforilacién oxidativa, disminuyendo el gradiente electroquimico. 
Al disminuir el gradiente se activa la velocidad de la cadena respiratoria, 
incluyendo al be,. Esta activacién impide la acumulacién de citocromo b 
reducido, minimizando el efecto del Ca™. El efecto de Q: y de ta 
duroquinona es visible en estas Condiciones en que sdélo se sigue el patron 
de Oxido-reduccién del citocromo b y no la actividad de lta cadena 
respiratoria y sistema fosforilante.(Figs. By 12). 

Con succinato, sdlo cuando se daban condiciones de estado 3 se 
observo efecto activador del Ca’* en todos los experimentos mostrados. En 
ningun caso de estado 4 el Ca” activé ata F.0. Esto también fue observado 
para el porcentaje de reduccién det citocromo b (Fig. 12, succinato). Sin 
embargo, en presencia de los andlogos de quinona se observe cierta 
activaci6n det Ca”* (Fig.12, duroquinona y Q)). Aqui cabe puntualizar que: 
1) et porcentaje de reduccién del citocromo b no refleja velocidades, como 
6n todos los experimentos realizados. Esta diferencia es importante ya que 
no se esta midiendo efectivamente fa actividad dei complejo, sino ta 
acumulaci6n del citocromo b teducido, 2) el estado estacionario alcanzado 
Con succinato es diferente que el de [as quinonas. De hecho, se observa 
(Fig.12 circulos) que el porciento de reduccién es mayor con succinato 
(27%) que con quinonas (15-17%) en ausencia de Ca”, io cual implica que 
la estimulacién 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 del citocromo b reducido en esta condicién refleja una 
activacién del be, sin que llegue a incrementar Ja velocidad de fa via. De 
todas formas, el resultado de las quinonas y la ligera tendencia de 
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activacién (en el estado 3) del Ca” con succinato sobre la reduccién del 

citocromo b sugieren que este complejo puede ser susceptible a la accién 

de! Ca’. 

Existe un resultado contradictorio en cuanto a la participacién del 

be, En la Fig. 8A se muestra que con las quinonas no se observa 

estimulacién de Ca” y por tanto se descarta la activacién de los Sitios 2 y 

3, quedando como posibilidades del sistema oxidativo, el transportador de 

succinato y la succinato deshidrogenasa. Por otro lado, las afinidades 

demostradas al limitar la via al 50% y el ligero aumento en el porciento de 

reduccién 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 respiracién 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 pape! del Ca’ sobre la 

tespiracién desacoplada con CCCP. Para asegurar una nula participacién 

del sistema fosforilante, se inhibid con oligomicina. Se observé una 

estimulacién significativa de la respiracién desacoplada sélo cuando el 

sustrato oxidado fue el succinato (Fig.13A), con una Kos de 0.22 uM y una 

estimulacién maxima a 0.36 pM de Ca** del 37%. Con las quinonas no se 

estimulé la respiraci6n 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 la adicién de 

oligomicina se registrd el estado 4 de la respiracién 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 desacoplamiento y posteriormente una inhibicién de la 

fosforilacién oxidativa (Moreno-Sanchez, 1985). Estos resultados sugieren 

un efecto del Ca” a nivel del sistema oxidativo. La estimulacién de la 
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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 agregé 1 nmol 

de oligomicina y un exceso de ADP. Al minuto 7 se afiadi6 CCCP 0.3 pM. 

Estado 4, circulos; estado 3, puntos. 
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respiracién desacoplada al incrementar la concentracién de Ca” se observé 

en mitocondrias de higado de rata, por Murphy et ai/., (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 variaci6én 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 produccién del ATP; en este estado estacionario, se ha 

observado que las concentraciones del ADP, ATP y del fosfato pueden 

permanecer constantes (Doeller y Wittenberg, 1990). Asimismo, el 

incremento en ei potencial redox, generado por los niveles de los 

nucledétidos de piridina (Koretsky y Balaban, 1987), no es suficiente para 

explicar la alta respiracién observada al aumentar el trabajo celular (Katz et 

al., 1989). 

La fosforitacién oxidativa esta controlada también por los niveles 

celulares de Ca’*, que acta como un activador de tres deshidrogenasas de 

ta matriz mitocondrial (Denton y McCormack, 1980; Hansford, 1980). Se 

cree que la funcién de! Ca” en la matriz es prevenir una disminucién en la 

relaci6n ATP/ADP al estimular la produccién del ATP y su utilizacién 

simultaneamente (Soboll, 1995). Otra funcién alternativa es la de prevenir 

un gasto excesivo de la 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 respiracién. Este estado 

4 esta gobernado por la permeabilidad pasiva a los protones. 

La modulacién del Ca” sobre la fosforilaci6n oxidativa no es 

solamente a través de las deshidrogenasas. Las evidencias experimentales 

involucran al Complejo lil mitocondrial (Murphy ef a/., 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 

fosforilaci6n oxidativa independiente de las deshidrogenasas. La 

estimulacién de la respiraci6n desacoplada y de! gradiente eléctrico al 

elevar la concentracién det Ca”", indican que el Ca”* actda sobre el sistema 

oxidativo. Debido a que el Ca’* no estimulé a Ja fosforilacién oxidativa 

cuando utilizamos TMPD como sustrato del Sitio 3, concluimos que la 

estimulacién sobre el sistema oxidativo es a nivel del Complejo Ill y/o el 

transportador del succinato. 

La estimulacién de la arsenilacién 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 rapida de la mitocondria (Ligeti ef a/., 1988). Nuestros 

resultados indican que a pesar de estar saturado este acarreador, la 

estimulacién por el Ca” se mantiene. Por otro lado, el efecto del Ca” sobre 

la ATPasa sdio se ha observado en condiciones de hidrdlisis, no de 

sintesis, Por tanto, se sugiere que el papel de! Ca” sobre el sistema 

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

, Nene 
Est nay sl 
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