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RESUMEN. 

Este trabajo presenta estudios sobre la caracterizacién y purificacion 

parcial del acarreador de calcio en mitocondrias de plantulas de Phaseolus 

vulgaris. Los estudios cinéticos demuestran la existencia de un transporte de 

calcio de tipo electroforético, dependiente de Pi como anién permeante. 

Dicha captacién no requiere de la presencia de ADP. La cinética del 

acarreador de Ca’* mostré poca cooperatividad con un coeficiente numérico 

de Hill de 1.759 + 0.381. Los valores de Kos ¥ Vinaxmg” que se obtienen son 

de 115.5 4M y 38.37 nmol Ca** mg! min! respectivamente. El valor de la 

Kos es similar al que se reporté para mitocondrias de mamiferos, en tanto que 

la Vinax €$ Cuarenta veces menor a lo reportado en mitocondrias de corazén de 

perro (1700 nmol Ca” mg™ min’). Por otra parte, la velocidad de transporte 
del catién es mds lenta que el bombeo de H* por la cadena de transporte de 

electrones. El transporte de calcio es sensible a rojo de mutenio en el intervalo 

de concentraciones micromolares. El acarreador de calcio pudo aislarse por 

medio de tres diferentes métodos. En cada método se presentaron distintas 

actividades y coincidieron en el aislamiento de una banda de 

aproximadamente 30 kDa. El protocolo de purificacién que permitid mayor 

rendimiento y actividad especifica fue aquel que involucré técnicas de 

isoelectroenfoque preparativo junto con ‘inmunoquimica. En dichas 

condiciones, la cantidad total de la fraccién de proteina que se obtuvo fue de 

aproximadamente 1 mg (corresponde a un rendimiento del 0.1 %) con una 

actividad de 279.3 nmol Ca”*/mg/45 min. El namero de bandas protéicas que 

se aislé con éste protocolo fue de seis. 
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ABREVIATURAS: 

AY: Potencial transmembranal. 

A,H’: Fuerza proton motriz. 
AG*®: Energia libre de Gibbs. 

AcONa‘: Acetato de sodio 
BSA: Albumina sérica de bovino. 
CCCP: Carbonil cianida m-clorofenilhidrazoria. 

CHAPS: 3-[(3-Colamidopropyl)-dimetilamonio]-1-propanesulfonato. 
DiSC;: Ditiocarbocianina. 
DMSO: Dimetilsulféxido. 
DTT: Ditiotreitol 

EDTA: Ac. etilendiaminotetracético. 

EGTA: Ac. etilen glicol-bis(}-aminoethyl eter) N,N,N’,N’-tetraacético 
FLP: Fosfolipido 
HEPES: Ac. N-(-2-hidroxietil) piperazina-N” -(2-etanosulfénico) 

h: Coeficiente numérico de Hill 

IgG: Anticuerpos de ratén. 

IgY: Anticuerpos de gallina. 

MAO: Monoamino oxidasa. 

MOPS: Ac. 3-[N-Morpholino]propanesulfénico. 

PEG-8000: Polietilenglicol con PM 8,000 

Pi: Fosfato inorganico. 

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonil. 

PSM: Particulas submitocondriales 

PVP 40,000 insol: Polivinilpolipirrolidona insoluble. 

R.R.: Rojo de rutenio. 

TEA: Trietiletanolamina. 
TMPD: N,N,N’ ,N’-tetrametil p-metilendiamina. 

TRIZMA base: Tris(hidroximeti! aminometano. 
FB: Fraccién protéica que se obtiene a partir de un fraccionamiento 

consecutivo por isoelectroenfoque preparativo seguido de una columna de 
inmunoafinidad. 

FO: Fraccién proteica extraida por solventes organicos 

FR: Fraccién protéica que se obtiene a partir de un fraccionamiento 

consecutivo por precipitacién con (NH,),SO, seguido de una columna de 
inmunoafinidad. 
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INTRODUCCION. 

Dentro de las caracteristicas que definen a las células eucariotas se encuentra la de 
presentar en su interior complejos membranosos denominados “organulos". Tales 
organulos cuyo origen evolutivo fue el de un evento endosimbiético entre 
procariontes, contienen cantidades considerables de proteinas que conforman una via 
metabdlica y que se restringen en un volumen muy reducido. Esta condicién permite 
acercar espacialmente a Jas enzimas, incrementandose asi la velocidad de interaccién 
entre ellas y entre sus sustratos. Debido a ello los organulos particularizan las 
actividades metabdlicas y de esta manera, distribuyen los procesos celulares (sintesis 
de proteinas, digestion celular, construccién de material genético, etc.) 

De esta forma, al aislar a los diferentes organulos para su estudio individual se 
permiten dos objetivos principales: disecar las actividades metabdlicas en condiciones 
que permitan cuantificar quimica, cinética, y molecularmente a las proteinas que 
conforman al organulo; y analizar los procesos metabdlicos que por razones técnicas 
solo pueden determinarse cuando el organulo se encuentra sin la intervencién de otros 
componentes celulares. La informacién que se obtiene podra, en el futuro ser 
integrada para predecir las aportaciones individuales de cada organulo, producto de 
estimulos extracelulares o de cambios en el ciclo de vida celular. 

En particular, el estudio de los procesos mitocondriales siempre abarca un punto 
central en la bioquimica, asi como en las areas asociadas a la investigacién. Dicho 
organulo presenta un enorme numero de funciones metabélicas que son esenciales 
para la mayoria de las células eucariotas. Probablemente la funcién que més se 

conoce es la de transformar la fuerza de un gradiente electroquimico en enlaces de 

alta energia como son los del ATP, que a su vez se aprovecha para tres principales 

actividades: a) sufragar el costo de la sintesis de macromoléculas y otras moléculas de 

importancia biolégica, a partir de compuestos mas simples; b) mantener la 
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distribucién iénica y el transporte activo de iones y moléculas a través de las 
membranas de las células; y c) cubrir las necesidades energéticas del trabajo 

mecanico, es el caso de la motilidad en los organismos unicelulares y la actividad 

muscular en los animales superiores. Sin embargo, en la mitocondria se llevan a cabo 

Procesos tan diversos como la transformacién de hormonas esteroideas tales como la 

Pregnenolona (Papadopoulos y cols. 1992), o la terminacién de sintesis de los 

glucocorticoides y mineralocorticoides (Black y cols, 1994), asi como el catabolismo 

de amino acidos. 

Este trabajo estudia una de las caracteristicas importantes de la mitocondria: la de 
transportar selectivamente iones a través de la membrana interna. En particular se 

estudia la cinética de la captacion de Ca** y las proteinas implicitas en el transporte 
del cation. Sin embargo, antes de profundizar acerca del transporte selectivo de iones 

conviene describir un panorama general de las funciones mitocondriales y su 

localizacion dentro del organulo. 

ANATOMIA Y FUNCION MITOCONDRIAL: 

Debido a que las células eucariotas son extraordinariamente diversas, es de 
esperar que sus mitocondrias varien también considerablemente en tamafio y forma. 

No obstante, la forma tipica es elipsoidal con un didmetro de aproximadamente 0.5 

Hm y una longitud de Ium. La mitocondria presenta cuatro principales regiones: dos 

membranas, una externa y otra intema con multiples invaginaciones; y dos espacios 

que se delimitan por estas dos membranas. Los espacios se denominan como “espacio 

intermembranal” y “espacio de la matriz” (Figura 1). Cada regién se asocia a 
funciones especificas mitocondriales. La Tabla 1 enlista las principales funciones, las 

proteinas involucradas, y su ubicacién en el organulo. El numero de invaginaciones 0 

“erestas" que presenta la membrana interna varia con la actividad metabdlica de la 

 



célula y por tanto, de la cantidad de ATP que se produce y consume para dicha 
actividad. Casi todas las proteinas del transporte de electrones y de la fosforilacion 
oxidativa son transmembranales, de modo que la velocidad de respiracién es 
directamente proporcional al area de Ia superficie de la membrana. Cerca del 75 % 
del peso de la membrana se debe a Ia fraccién proteica. 

El estado de la matriz mitocondrial se parece al de un estado de gel por la 
presencia de una gran concentracién de enzimas (por ejemplo, las del ciclo del Acido 
tricarboxilico), en un ambiente que contiene menos del 50 % de agua. Ademas, la 
matriz tiene la maquinaria genética (DNA, RNA y ribosomas) para generar algunas 
de las proteinas mitocondriales. 

  

  
  

    

Fig. 1.- Micrografia electronica de un corte mitocondrial, en é] se observa la 
membrana externa (M.E); membrana interna (M.D; y la matriz (M). Las 
crestas provienen de miltiples invaginaciones de la membrana interna. 
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Tabla 1: Compartamentalizacién de las funciones mitocondriales y las enzimas que se 

asociadas (tomada de Darley-Usmar et al. A practical approach (1987). 

  

  

  

FUNCION |PROTEINAS(S) ASOCIADA(S) 

MEMBRANA EXTERNA 

Oxidacién de aminas  aromaticas/ Monoamino oxidasa 
neuroactivas 
  

Biosintesis de cardiolipina Glicerolfosfato aciltransferasa 
  

Transporte de acidos nucleicos y de 
proteinas que se sintetizan en el 

citoplasma 

Por ejemplo: MOM 19; MAS 70; 

ISP 42. 

  

Transferencia de electrones NADH citocromo c reductasa (insensible 
a rotenona). Su funcién no se comprende 

bien 
  

  

ESPACIO INTERMEMBRANAL . 

Mantenimiento _—_ del balance = de 
nucledtidos de adenina 

Adenilato cinasa 

Nucleésido difosfocinasa 
Nucleésido monofosfocinasa 

  

Transferencia de electrones desde el 
complejo III al complejo IV de la cadena 

Tespiratoria 

Citocromo c 

  

Procesamiento de proteinas que se   importan desde el citoplasma 
Por ejemplo: HSP 70. 

  

MEMBRANA INTERNA 

  

Fosforilacién oxidativa Cuatro complejos para _ transferir 
electrones, tres de estos complejos 

acoplan dicha transferencia al bombeo de 

H’ y la ATPsinsetasa. 
  

Transporte de nucleétidos de piridina La translocasa de ADP/ATP 
    Transporte de Ca’*   El unipotador de calcio 

EI antiportador Na‘/Ca** 
El antiportador H*/Ca?*     
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  Transporte de metabolitos 

  

E! acarreador de piruvato, el antiportador 
H2PO,"/OH-, el acarreador de 

dicarboxilato, el antiportador 
citrato/malato, la lanzadera de camitina. 

  

MATRIZ 

  Oxidacion del piruvato a acetil CoA El complejo piruvato deshidrogenasa 
  

Oxidacion de cuerpos ceténicos Por ejemplo: la 3-cetoacil CoA 
transferasa 

  

Oxidacién de aminodcidos Por ejemplo: glutaminasa, glutamato 
deshidrogenasa, aspartato aminotransfe- 
rasa, o-cetoglutarato transaminasas 

  

Parte del ciclo de la urea Sintetasa del carbamoilfosfato, ornitina 
transcarbamilasa 

  

Oxidacién de Acidos grasos a acetil CoA Deshidrogenasa de acil-CoA,  enoil 
hidratasa, B-hidroxiacil-CoA  deshidro- 
genasa, B-cetoacil-CoA tiolasa 

  

Proteccién contra el estrés oxidativo Superéxido dismutasa, catalasa, glutation 
peroxidasa, glutatién reductasa 

  

Procesamiento de proteinas que se 
importan desde el citoplasma 

Proteasas para péptidos sefial especificos 
para importar proteinas 

  

Mantenimiento de genes y transcripcién 
de RNA mitocondrial 

DNA mitocondrial, DNA polimerasa y 
primasa 

  

Sintesis de 13 componentes membranales 
de las proteinas de la fosforilacién   oxidativa   Ribosomas y el grupo de proteinas para 

traducir RNA. 

  

   



MEMBRANAS BIOLOGICAS Y EL TRANSPORTE SELECTIVO. 

Como se mencioné anteriormente, las células eucariotas poseen ademas de la 

membrana citoplasmica, membranas internas que delimitan a los diversos organulos y 

compartimentos intracelulares. No solo actian como barrera fisica al mantener la 

integridad y la composicién celular, las membranas regulan también el trafico de 

solutos entre los distintos compartimentos. Tales solutos también se acarrean 

mediante sistemas de transporte especificos, a veces en contra de los gradientes 

electroquimicos. 

A partir de los estudios cinéticos de los procesos de transporte, junto con los 

estudios mecanisticos es posible diferenciar dos tipos principales de estos: difusion 

simple y el transporte mediado. La difusién simple ocurre cuando los solutos pasan a 

través de la membrana sin la ayuda de algun acarreador. En cambio, el transporte 

mediado se produce por medio de proteinas transportadoras especificas. El transporte 

mediado se clasifica ademas en dos categorias que dependen de la termodinamica del 

sistema: 

\.- Transporte mediado pasivo o difusién facilitada. En este proceso las moléculas 

son transferidas desde un compartimento donde se encuentran en alta concentracion a 

un compartimento de concentracién baja, de modo que fluyan a favor de sus 

gradientes. 

2.- Transporte activo. En este caso las moléculas se transportan desde una baja 

concentracién a un compartimento en donde Ia concentracion de dichas moléculas 

aumenta. Es decir, el flujo va en contra de un gradiente. Tal proceso endergénico 

debe de acoplarse a uno suficientemente exergonico para que se lleve a cabo. 

 



Este trabajo se centra en el transporte del primer tipo y por tanto, solo se revisa la 
cinética de difusién facilitada. El modelo que mas se conoce es el de una proteina que 
para acarrear las moléculas primero forma, de un lado de la membrana, un complejo 
con el sustrato a transportar. Después ocurre un cambio conformacional tal que el 
sitio de unién se orienta hacia el otro lado de la membrana. Este modelo se denomina 
como acarreador mévil. Sus caracteristicas esenciales son las siguientes: 
i) Existe un sitio especifico de unién al sustrato 
ii) El sitio de unién debe altemarse entre los dos espacios exponiéndose de un lado de 
la membrana y después orientarse hacia el lado opuesto. 
iit) El cambio de orientacién hacia cada espacio se produce por medio de un evento 
cinético discreto al cual se le puede asignar la constante de velocidad. 

De esta forma el fenomeno de transporte mediado es un fendmeno cinético que 
induce un cambio de energia libre del sistema (AG), cuya magnitud depende de Ia 
Concentraciones del soluto en ambos compartimentos y, para el caso de los iones, de 
la diferencia del potencial eléctrico. Estas dos dependencias se expresan 
cuantitativamente en términos de una funcién termodindmica, la cual se denomina 
como “potencial electroquimico” (u). El potencial electroquimico de un soluto en un 
compartimento indica la energia potencial por mol de soluto en dicho compartimento 
(AG por mol). En condiciones bioldgicas, 1 depende sélo de la concentracién del 
soluto cargado (C) y del potencial eléctrico del compartimento (AP), cuya relacién se 
expresa en la siguiente ecuacion: 

H =o +RT InC + ZEAY (1) 

 



Donde po es el potencial electroquimico estandar, Z el mimero de cargas por ion con 

su signo correspondiente; R es el fa constante de los gases; y F la constante de 

Faraday (23.062 keal Volt'mol"). Por lo tanto, el AG que se requiere para el paso de 
un mol de soluto con carga desde el compartimento "1" al compartimento "2" se da a 

partir de la diferencia entre los diferentes potenciales electroquimicos (12-11), de 

acuerdo con la ecuacién: 

AG = (RT In Co/Cy) + ZFAY Q) 

Donde AY es el potencial transmembranal. La ecuacién que expresa la relacién entre 

el A'¥ y las concentraciones del ion a uno y al otro lado de la membrana en situacién 

de equilibrio (AG = 0) es la ecuacién de Nernst: 

AY = (RT/ZF) (In Cy/C2) 3) 

La termodinamica del transporte de calcio se comentard en los antecedentes,  



ANTECEDENTES. 

TRANSPORTE DE CALCIO. 

En las células animales el calcio ocupa un papel fundamental en la transformacién 

de sefiales provenientes del ambiente extracelular. Dicho elemento se encuentra como 

un segundo mensajero en el interior de la célula (Rassmussen, 1989), por lo que los 

cambios en la concentracién del catién en el citoplasma modifican la actividad de 

algunas proteinas. Esto a su vez regula un conjunto de procesos celulares, tales como 

la motilidad (Fleischer e Inui, 1989), secrecion (Lara y cols. 1997) , actividad 

enzimatica (Enyedi y cols. 1989), etc. Las fluctuaciones de la concentracion de Ca** 

intracelular son importantes y varian en un intervalo que va desde 0.01 uM hasta 10 

HM (Hepler y Wayne, 1985), lo que significa una modificacién de 3 érdenes de 

magnitud. Por ello, el estudio de Ia regulacion, transporte y movilizacién de este 

cation, asi como los factores que alteran dichos parametros, resulta esencial. Por 

ejemplo, se sabe que dentro de la célula existen varios organelos cuyas actividades se 

afectan considerablemente por cambios en la concentracion de calcio, siendo ademas 

capaces de incorporarlo y retenerlo en cantidades significativamente importantes. Un 

organulo susceptible de modificar su actividad enzimatica por cambios en la 

concentracién de calcio en su interior es la mitocondria. Cuando el calcio se 

transporta a la matriz activa a cuatro deshidrogenasas (Nichols y cols. 1995), esto 

induce un incremento en la concentracién de NADH que se suministra a la cadena de 

transporte de electrones la cual incrementa el A,H* y por tanto, la fosforilacion 

oxidativa. De esta forma, se sufraga la demanda de ATP que generalmente acompafia 

a los eventos celulares causados por los incrementos de Ca”* citoplasmico. 

10 

 



Recientemente, se comenz6 a reconocer el papel de este catién como modulador 
en las actividades metabélicas de las células vegetales, Hepler y Wayne (1985) 
demostraron que existen enzimas unidas a calmodulina, la cual regula la actividad de 
dichas enzimas por cambios conformacionales inducidos por la unién de cuatro iones 
de Ca** a los sitios especificos de la calmodulina. Con respecto a la relacién entre los 
estimulos del medio ambiente y las concentraciones intramitocondriales, Roux y cols. 
(1981) han descrito que el movimiento de Ca”* en mitocondrias de plantula de avena 
puede modificarse por la accion de estimulos luminosos. 

La variaci6n intracelular en la concentracin del catién se induce de dos maneras: 
a) Modificando el nimero de canales abiertos para calcio presentes en la membrana 

plasmatica. 
. 

b) Modificando Ia salida o reteniendo el Ca* en organelos que se emplean como 
almacenes intracelulares de este ion, tales como el reticulo endoplasmico y las 
vacuolas. 

Respecto al ultimo punto, existen propuestas a favor y en contra acerca de la 
participacién de las mitocondrias en la regulacién del calcio intracelular. 

El transporte de Ca** a través de la membrana interna mitocondrial se lleva a cabo 
por un sistema de difusién facilitada que depende del gradiente electroquimico de 
Protones (A,H’). La eficiencia de captacién en dicho organelo es tal que bajo 
condiciones in vitro, la energia libre que se almacena en forma de A,H" puede 
emplearse para captar tnicamente al catién. Cerca de 3 pmol Ca”*/jng proteina 
pueden captarse en presencia de Pi y ATP (Scarpa and Azzone, 1970). 

Al emplear concentraciones fisiolégicas de calcio para los anilisis 
termodinamicos, esto es, una [Ca”matris = 200 nM; una [Ca”Jexema = 100 nM, y un 

il 

 



A= 180 mV, el AG® que se obtiene al transferir un mol de Ca** desde el citoplasma 
a la matriz, es el siguiente: 

AG? = (RT In [Ca” Jextema /[Ca”* Jmaniz) + ZFA Y = -33 kd/mol 

Cuando se compara el AG° de transporte con el de la hidrélisis del ATP (-46.9 

kJ/mol), se observa que ambas reacciones tienen el mismo orden de magnitud y signo. 
Por Io tanto, en condiciones fisiolégicas, el transporte de Ca®* hacia la matriz es tan 

favorecido como lo es la hidrélisis de ATP. 

EVIDENCIA Y CARACTERISTICAS DEL UNIPORTADOR. 

La primera evidencia acerca del caracter electroforético del transporte de Ca”*, 

proviene de estudios donde se observa el transporte dependiente de la oxidacién de 

sustratos, siendo en esta condicién insensible al inhibidor oligomicina. El transporte 

  

se vuelve sensible a la oligomicina cuando se emplea como energia a la hidrolisis de 

ATP. Esto demostré que la captacién dependia directamente del AY (Scarpa y 

Azzone, 1970). La captacién de Ca2* puede también sustentarse artificialmente por un 
potencial de difusién el cual se induce por la salida masiva de K* a través del iondforo 

valinomicina (Scarpa y Azzone, 1970), con to que se apoya la hipétesis de que el 

transporte de Ca’* es electroforético y dependiente del AY. Respecto a la 

dependencia de un ambiente negativo interno, Kapus y col. (1991) reportan que se 

requiere de una diferencia de cargas a través de la membrana para mantener al 

acarreador en una conformacién “competente" para el transporte. No obstante, existen 

reportes donde se muestra que el transporte se Heva a cabo en ausencia de un AY 
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pero con una diferencia! entre la concentracién de Ca”* extramitocondrial y el de 

matriz (Akerman y cols. b 1977). 

Los primeros reportes acerca de si el transporte de Ca”* mitocondrial estaba o no 

vinculado a otro transporte idnico fueron controversiales. Por ejemplo, Selwyn y cols. 

(1970) demostraron que tal captacién no se relacionaba con ningun otro transporte 

idnico catalogandose.como uniportador. Sin embargo, existié un cumulo de datos por 

parte de algunos grupos, los cuales demostraban que tal transporte era un simportador 

de tipo Ca*/Pi* (Moyle y Mitchell, 1977; Day y cols, 1978). Actualmente, los 
estudios tienden a mostrar que el transporte de Ca** es por un uniportador (Akerman 

y Nicholls, 1983; Gunter y Pfeiffer, 1990), mientras que el transporte de fosfato se 

lieva a cabo por un acarreador Pi/H* (Rossi.y Lehninger, 1964; LaNoue y 

Schoolwerth, 1979). La estrecha dependencia de un anion permeante para el 

transporte de calcio se trata actualmente de explicar en términos de la baja capacidad 

amortiguadora que presenta la matriz mitocondrial por el calcio para compensar las 

Cargas positivas entrantes de tal cation (menor a 10 nmol Ca**/mg proteina) (Akerman 

y Nicholls, 1983; 1987). 

Con respecto al estudio cinético del acarreador de calcio, las primeras mediciones de 

velocidad de transporte se realizaron en mitocondrias de higado (Bygrave y cols. 

1971), asi como en mitocondrias de corazon (Scarpa y Grazziotti, 1973). En ambos 

Organos se encontraron cinéticas con caracteristicas Cooperativas y con saturacién a 

elevadas concentraciones de Ca’*. En estudios subsecuentes se observaron 

variaciones en la velocidad maxima de captacién (Vuxmg'). En higado por ejemplo, 

la Vinxing”! se encontré en un intervalo que va desde 700 hasta 1,200 nmol/ min x mg 

(Bragadin y cols. 1979; Hutson y cols. 1976; Vinogradov and Scarpa, 1973). En 

coraz6n se encontraron mayores Vaux, que van desde los 400 hasta los 1,750 
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nmol/min x mg (McMillin-Wood y cols. 1980; Vercesi y cols. 1978). Del mismo 

modo, la Kos que se reporta para los sistemas de mamiferos fluctia entre 1 y 189 1M 

(Crompton y cols. 1976 b; Hutson, 1977; Pfeiffer y cols. 1976). 

En lo que respecta a la cooperatividad del acarreador existe también controversia 

en los reportes. La mayoria de los estudios reportan sigmoidicidad en las velocidades 

de captacién dependientes de la concentracién de Ca2* extema, interpretandose como 

cooperatividad positiva (Heaton and Nicholls, 1976; Reed and Bygrave, 1975; 

Vinogradov y Scarpa, 1973). Sin embargo, existen estudios que muestran ausencia de 

cooperatividad, a pesar de una modificacién de las condiciones experimentales como 
temperatura, presencia de Mg”*, o fuerza ionica (Akerman, 1977a; Akerman, 1977b; 

Crompton y cols. 1976b). Gunter y Pfeiffer (1990) no obstante, establecieron que 

para mitocondrias de mamifero el coeficiente de Hill es cercano a 2.0. Debe 

recordarse que un coeficiente de Hill mayor de 1 es indicativo de por lo menos dos 

sitios de unién para ser transportados de forma cooperativa. 

En lo que respecta a los inhibidores del uniportador, estos pueden dividirse en 4 

principales tipos: 

1.~ Inhibidores competitivos como son iones que pueden transportarse a través del 

uniportador. Tal es el caso del Sr* (Carafoli, 1965), Mn’* (Baker y Schlaepfer, 
1978), Ba’ (Akerman y cols. 1977), Fe’* (Romslo and Flatmark, 1973), Cd?* 
(Chavez y cols. 1985) y lantanidos (Reed and Bygrave, 1974a). 

2.- Compuestos que no se transportan, pero que interfieren con el acarreo del Ca’*. 

Tal es el caso del Mg** a concentraciones por arriba de 3 mM (Martins y cols. 1986), 

poliaminas y H’. 

3.- Policationes como el RR (Rossi y Lehninger, 1964) y el cobalto de hexamina 

(Tashmukhamedov y cols. 1972), los cuales tienen una alta afinidad y baja Kj. 
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4.- Un nimero de agentes farmacolégicos como B-bloqueadores (Noack y Freeff, 

1971), guanidinas (Davidoff, 1974) y diuréticos (Gemba, 1974). 

Probablemente los inhibidores mas comuinmente usados son el RR (un catién 

hexavalente) y los lantanidos. La afinidad del uniportador de mamiferos por R.R es 

muy elevada (Kj = 30 nM) (Moore, 1971), asi como también para el La** (K; = 20 

nM) (Reed y Bygrave, 1974 b), los cuales a dichas concentraciones no afectan 

alguna otra via metabélica mitocondrial. 

En lo concemiente a la naturaleza quimica del uniportador en mamiferos, existen 

diversos estudios desde la década de los setentas. Algunos grupos identificaron 

fracciones con actividad de transporte tanto de tipo hidrofilico (Sottocasa y cols. 

1972) como de caracter hidrofébico (Gémez-Puyou et al, 1972; Jeng y Shammoo, 

1980). Mas atin, existen reportes de acarreadores de Ca” con caracteristicas 

semejantes a los de un iondforo liposoluble, cuya actividad dependia 

considerablemente de la diferencia de pH existente entre la fase donadora y aceptora 

(Blondin, 1974; Sokolove y Brenza, 1983). Con respecto a la asignacién del tamafio 

del acarreador, existen reportes que le designan valores desde los 3000 Daltones, 

hasta los 67 kDa (Jeng y cols. 1978; Zazueta y cols. 1994; Mironova y cols. 1982; 

Gémez-Puyou y cols, 1972; Sokolove y Brenza, 1983), Los andlisis de los 

componentes aminoacidicos mostraron como principales residuos al aspartico, 

glutamico, y glutamina (Mironova y cols. 1982; Sokolove y Brenza, 1983). Existen 

ademas evidencias de que grupos sulfhidrilo de ias cisteinas son importantes en la 

actividad (Chavez y cols. 1985). Los andlisis de los componentes no aminoacidicos 

demuestran la presencia de fosfolipidos, azicares neutros, y hexosaminas como 

compuestos que copurifican o se encuentran unidos a los acarreadores (Gémez-Puyou 
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y cols. 1972; Jeng y Shamoo, 1980; Sokolove y Brenza, 1983; Mironova y cols. 

1982). 

Las estrategias que se han utilizado para la purificacién del acarreador incluyen 

extracciones con choque osmético que permitié conseguir una glicoproteina soluble 

que unia calcio (Sottocasa y cols, 1972). La utilizacién de diferentes tipos de 

solventes otganicos, los cuales permitieron obtener distintos tipos de proteinas 

(calcioforos) liposolubles con propiedades de unir o aumentar la conductancia del 

Ca”* a través de un sistema de membranas artificiales (Jeng y cols, 1978., Mironova y 

cols, 1982., Sokolove y Brenza, 1983). Otra estrategia fue la precipitacién con 

(NEL)2SO, (Gomez-Puyou y cols, 1972., Zazueta y cols, 1994) que también permitié 

obtener una proteina liposoluble acarreadora de Ca*. Sin embargo, debido a las 

dificultades de aislar a la proteina que se involucra en dicho transporte, como es la de 

Su escasa presencia en mitocondrias (aprox. | pmol/mg proteina; Reed y Bygrave, 

1974b), se conoce poco acerca de sus propiedades quimicas. Sin embargo, 

actualmente lo que mds se acepta como uniportador es una proteina de bajo peso 

molecular (de 20 a 40 kDa) la cual no necesariamente requiere de estar relacionada 

con azitcares. En plantas no existen reportes acerca de Ja naturaleza molecular del 

acarreador de calcio. 

Por lo anterior, se hace interesante utilizar un sistema que permita primeramente 

aislar el acarreador de calcio, y después manipularse genéticamente con la finalidad 

de incrementar su concentracién. Como el manejo del material genético en plantas es 

mas accesible que en células de mamifero, se hace atractivo el empleo de plantas para 

nuestro objetivo. Existen estudios sobre las caracteristicas del transporte de calcio 

mitocondrial en distintos sistemas vegetales. En lo que respecta al tipo de acarreador, 

existen diferencias considerables de especie a especie. Chen y Lehninger (1973) 
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mostraron que las mitocondrias aisladas de algunas especies de plantas como el 
camote (Impomoeba batata), la coliflor (Brassica oleracea boitrytis), el aguacate 
(Persea gratissima), el maiz (Zea mayz), y col (Brassica olerace Capitata) requieren 
a un ion permeante como el fosfato para presentar la maxima captacién de Ca”*. Sin 
embargo, para el caso de la ‘alcachofa (Cyanara scolymus) y del frijol mungo 
(Phaseolus aureus), esto no requirieron de Pi (Chen y Lehninger, 1973), Por otro 
lado, Martins y cols. (1986) muestran que en mitocondrias de maiz, el Pi no pudo 
Sustituirse por nitrato o acetato como anién permeante. Posteriormente, el mismo 
grupo de Vecesi propone que el transporte de calcio en mitocondrias de maiz se 
realiza mediante un simportador Ca2*/Pi2 (Silva y cols, 1992). 

Los valores cinéticos difieren considerablemente con respecto al tipo de planta que 
se trate. Por ejemplo, Akerman y Moore (1983) determinaron que en el frijol mungo 
(Phaseolus aureus) la velocidad de entrada era del orden de 5 nmol/min x mg. Por 
otro lado, los estudios que se realizaron en maiz (Zea mayz) reportan una Vax que 
varia entre 140 y 165 nmol/min x mg, con una Kos de 31 uM (Dieter and Marmé, 
1980; Martins y cols. 1986). Respecto al grado de sigmoidicidad, Chen y Lehninger 
(1973) determinaron por graficos de Scatchard sitios de afinidad para un considerable 
grupo de mitocondrias de plantas. De dicho estudio se obtuvo que para el caso del 
camote (/mpomoea batatas), coliflor (Brassica oleracea boitrytis), alcachofa 
(Cyanara scolymus), col (Brassica alerace capitata), y cebolla amarilla (Allium 
cepa) presentaron més de un sitio de unién al calcio. Por otra parte, el maiz (Zea 
mayz), aguacate (Persea 8ratissima), y el frijol mungo (Phaseolus aureus) solo 
Presentaron un sitio de unién. Sin embargo, mas recientemente el grupo de Martins 
(1986) determind que el coeficiente de Hill de mitocondrias de maiz es de 2.22. 
Acerca de los inhibidores clasicos como el R.R y el La®* se observ que en general 
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las concentraciones para abatir el transporte estan en el intervalo micromolar. Para el 
caso del R.R se ha observado una K; = 1 uM en las mitocondrias de papa (Chen y 

Lehninger, 1973). 

Debido a que los antecedentes indican que algunas plantas presentan una actividad 
de transporte de calcio dependiente de una proteina acarreadora, se procedié a 
trabajar con un organismo que pudiera manejarse en condiciones de laboratorio. En 
Phaseolus esta bien descrito el transporte de Ca mitocondrial (Chen y Lenhinger 
1968; Camieri y cols, 1987) y existen diversas variedades de dicha especie que 
pueden crecer facilmente sin condiciones especiales. El frijol de la variedad “negro 
Jamapa" ofrece caracteristicas que lo hacen ideal para trabajar en el laboratorio, entre 
ellas destacan las siguientes: 

~ Facilidad de siembra; pues sélo requiere un soporte de algodén o papel filtro 
humedecido para su crecimiento. Debido a que en el primer estadio de crecimiento la 
semilla contiene practicamente todos los Tequerimientos nutritivos para Ia plantula, 
no se necesitan soluciones especiales para Tegarse. 

- La temperatura optima de crecimiento para esta variedad de Phaseolus es de entre 

25 a 30°C. En esta condicién, la velocidad de crecimiento optimo se obtiene a los 
ocho dias posteriores a su siembra. 

- No se requiere de condiciones estrictas de ambiente estéril. Sin embargo, es 

conveniente utilizar soportes esterilizados y cajas previamente lavadas con una 

solucién concentrada de hipoclorito de sodio. Asi mismo, las semillas deben lavarse 

primero en una soluci6n diluida de cloro para debilitar la testa y después, en una 

solucién de yoduro de potasio para eliminar a los hongos parasitos. 
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- El frijol “negro Jamapa” puede sembrarse en condiciones de obscuridad. Por lo que 

se eliminan posibles contaminaciones de cloroplastos en un extracto rico en 

mitocondrias. 

Las caracteristicas antes mencionadas permitieron obtener grandes cantidades de 

plantula en plazos no mayores a ocho dias. 

Los resultados muestran que las mitocondrias de Phaseolus vulgaris contienen un 

acarreador de Ca” de tipo electroforético y sensible a RR La cinética de la velocidad 

de captacién es diferente en Phaseolus cuando se compara con los sistemas de 

mamiferos. Dicho acarreador puede purificarse parcialmente de acuerdo a su punto 

isoeléctrico, mismo que fue similar al descrito para el uniportador de mitocondrias de 

rifién de rata (Zazueta, C. comunicacién personal). . 
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OBJETIVOS. 

L.- Aislar mitocondrias de plantula de frijol acopladas mediante un protocolo 

de aislamiento por centrifugacion diferencial. 

2.- Evaluar ef estado de acoplamiento en las mitocondrias por medio de 

oximetria y de la determinacién de! potencial transmembranal. 

3.- Determinar las mejores condiciones de transporte de calcio, asi como las 

caracteristicas cinéticas del acarreador de Ca’* de mitocondrias de frijol 

mediante la técnica de filtracién y el empleo del inhibidor, rojo de mutenio. 

4.- Crear un protocolo de aislamiento para la(s) proteina(s) responsables del 

transporte de Ca”* mediante diferentes técnicas como son: extraccién por 

solventes organicos, precipitacién diferencial con (NH4)SO,, 

inmunoquimica e isoelectroenfoque preparativo. 

5.- Evaluar la actividad especifica de las fracciones mediante su 

reconstitucién en proteoliposomas que formen un gradiente de H’. 
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MATERIAL Y METODOS: 

MATERIAL BIOLOGICO: 

La semilla de frijol de la variedad "negro Jamapa” se esterilizé con hipoctorito de 

sodio al 6 % durante 5 min; posteriormente se lavé con agua destilada hasta eliminar 

el olor a cloro. Las semillas fueron sembradas en condiciones de obscuridad en 

charolas con papel filtro previamente esterilizado. La densidad de siembra fue de 

aprox. 150 semillas por charola. Las semillas se regaron diariamente con 500 uM de 

CaCl. El plantula se coseché al octavo dia de siembra en el que las semillas 

mostraron una viabilidad del 80 %. Los cotiledones se separaron de las plantulas y de 

éstas se aislaron las mitocondrias. 

AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS: 

Después de que las plantulas se lavaron con agua destilada, se procesaron con la 

siguiente técnica, manteniéndose siempre el material biolégico a 4°C: 

1.- 500 g de plantulas se cortaron finamente y se colocaron en 2 litros de un medio de 

homogeneizacién hecho de 0.3 M de manitol; |] mM de EGTA; 0.1 % de PVP 

40,000 insoluble, 4 mM de cisteina, 15 mM de MOPS, y 15 mM de Trizma base 

a pH 7.5. 

2.- La mezcla se homogeneizé en licuadora a 3450 rpm durante 10 seg; éste proceso 

se repitié una vez mas. 

3.- El homogenado se filtré dos veces con gasa y se le ajusté el pH a 7.2. 

4.- El homogenado se centrifugé a 700 x g/10 min. 

5.- El sobrenadante se filtré con gasa y se centrifugé a 12,000 x g/10 min para bajar la 

fraccién mitocondrial. 

6.- Posteriormente el botén se resuspendié en 30 ml de 0.3 M de manito!; 1 mM de 

EGTA; y 10 mM de HEPES pH 7.2. 
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7.- Las mitocondrias se incubaron durante 10 min con | mM de PMSF y 2 % de BSA 
delipidada. 

. 
8.- Al término de la incubacion la mezcla se centrifugé a 700 x g/10 min y el 

sobrenadante se filtré con gasa. Este procedimiento se repitié una vez mas. 
9.- Posteriormente la mezcla se centrifug6 a 27,000 x g/10 min, el botén se 

resuspendié en 200 yl de medio de resuspensién sin EGTA. La Fig. 2 muestra el 
procedimiento en el diagrama de flujo que se empleo para aislar la fraccién 
mitocondrial. 

DETERMINACION DEL POTENCIAL TRANSMEMBRANAL: 

E! potencial transmembranal se determin por medio de espectroscopia de doble 
haz, se escogié el valor de Ia diferencial entre las absorbencias de las longitudes de 
onda a 511-533 nm del colorante safranina (15 uM) (Akerman y Wiktrém, 1976). 

Las mitocondrias se aiiadieron en un medio compuesto de 0.3 M de manitol, 10 mM 
de fosfato, 2 mg de BSA deslipidada, 5 1g de rotenona, 10 mM de succinato; 2 mM 
de Me”*, y 10 mM de HEPES pH 7.3. El volumen final fue de 3.0 ml con agitacién y 
oxigenacién constante. La temperatura fue de 25°C. 

FORMACION DE MITOPLASTOS: 

Las mitocondnas recién aisladas (frescas) se procesaron segin el método de 

Thayer y Rubin (1979) de la siguiente manera: 

1.- Las mitocondrias se resuspendieron en 0.3 M de manitol; 10 mM de succinato; 1 

ue/ml de rotenona; 10 mM de Pi, | mM de ATP, 1 mM de Mg”, 10 mM de 
HEPES pH 7.2. Lievar las mitocondrias a una concentracién de 50 mg/ml. 

2.- Se hizo una solucién de 30-50 mg digitonina/m! DMSO. 

3.- Se afiadié digitonina a las mitocondrias en una relacién de 0.065-0.07 mg 

digitonina/mg de proteina lentamente y con agitacion a 4°C. 
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Cortar finamente 500 g de plantula de germen de frijol 

Homogeneizacién del tejido en el medio | 

Centrifugacién a 700 x g /10 min 

El boton se desecha 

Obtencién del sobrenadante 

Centrifiigacion a 12 000 x g/10 min. 

El sobrenadante se desecha 

Obtencién de la fraccién mitocondrial (botén). Resuspensién en el medio 2 

Incubacién con | mM de PMSF + 2 % de BSA sin Ifpidos 

Centrifugacién a 700 x 2/10 min 

Desechar boton 
E] sobrenadante se filtra por gasa 

Centrifugacion a 27 000 x g/10 min 

Et sobrenadante se desecha 

EI botén se resuspende en el medio 3 

Medio 1: Manitol 300.0 mM Medio 2: Manitol 300.0 mM 
EGTA 1.0 mM EGTA 1.0 mM 
PVP 40 000 0.1 % HEPES 10.0 mM 

Cistefna 4.0 mM pH 72 
MOPS 15.0 mM 
Trizma base 15.0 mM Medio 3: Manito! 300.0 mM 
pH 75 HEPES 10.0 mM 

pH 7.2 

Fig. 2.- Diagrama de flujo de 1a técnica de aislamiento de mitocondrias. El 
material biolégico y los medio de incubacién se mantuvieron a 4°C. 
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4.- Incubar 15 min con agitacién y en frio. Con. esto se asegura de eliminar la 

membrana extema sin afectar considerablemente la membrana interna. 

5.- Las mitocondrias se diluyeron 3 veces con un medio de 0.3 M de manitol, 1% de 

BSA, 10 mM Hepes pH 7.2 y se centrifugaron a 12,000 ¢/10 min. Al botén que se 

obtuvo se le denominé mitoplastos. Los mitoplastos se lavaron con el mismo 

medio una vez mas. 

6.- Los mitoplastos se resuspendieron en un medio de 0.3 M de manitol; 10 mM 

Hepes pH 7.2. 

OBTENCION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES: 

Las mitocondrias almacenadas a -20°C se procesaron de la siguiente manera: 

1.- Las mitocondrias se diluyeron en un medio de manitol 0.3 M, EGTA 1 mM, y 

Trizma base 10 mM pH 8.6 para obtener una concentracién final de 30 me/ml. 

2.- Aproximadamente 10 ml de las mitocondrias diluidas se rompieron en un 

sonicador de vastago. Se realizaron cuatro ciclos de 30 seg de sonicacién a 

maxima intensidad por 60 seg de descanso. 

3.- Al término de la sonicacion, la suspensién mitocondrial se centnifugé a 12,000 x 

2/10 min. : 

4.- El sobrenadante se recuperé y se centrifugé a 140,000 x 2/60 min. 

5.- El sobrenadante se elimins y el botén se resupendié en volumen minimo de un 

medio formado de 0.3 M de manitol y 10 mM de HEPES pH 7.2. 

6.- Las PSM se almacenaron en alicuotas de 200 a 500 il a -72°C. 

4 

OXIMETRIA: 

El consumo de oxigeno se determiné polarograficamente con un electrodo tipo 

Clark y un oximetro YSI-5300. Quinientos pg de proteina mitocondrial se afiadieron a 

un medio de 0.3 M de manitol, 10 mM de fosfato, 2 mg de BSA delipidada, 5 pg de 
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rotenona, 10 mM de succinato, 2 mM de Mg”*, y 10 mM de HEPES pH 7.3. El 
volumen final fue de 1.8 ml con agitacién constante . La oximetria se Ilevo a cabo a 
25 °C. La concentracién de oxigeno en el medio de respiracién se consideré de 400 
nanoatomos gramo/ml. El cero porciento de oxigeno se obtuvo titulando con ditionita, 
DETERMINACION DEL TRANSPORTE DE CALCIO EN MITI OCONDRIAS: 

Para la determinacién del transporte se determiné fa captacién de “Ca”* con Ia 
técnica de filtracién, que consistio de los siguientes pasos: 

1.- La proteina mitocondrial se afiadi6 a un medio cuyo contenido y condiciones 

experimentales se describe individualmente en cada figura. 

2.- Al término del tiempo de incubacién, se tomaron alicuotas de 0.2 mi y se 

depositaron en filtros Millipore (diametro de poro de 0.45 ym) humedecidos 
previamente con 10 ml de H,O dest. 

3.- Inmediatamente después los filtros se lavaron ‘con 5 ml de CaCl, 10 mM para 
eliminar el “°Ca”* adherido inespecificamente a las mitocondrias, 

4.- Los filtros se colocaron en viales de vidrio de 20 ml y se les agregaron 5 ml de 

liquido de centelleo. Los viales se dejaron incubar toda la noche para permitir que 
los filtros se disolvieran completamente. 

5.- Las cpm se estimaron en un contador de centelleo liquido. 

FORMACION DE PROTEOLIPOSOMAS: 

Los proteoliposomas se formaron por medio de la técnica reportada por Ramirez y 
col. (1987) que consiste en lo siguiente: 

1.- La asolectina que previamente se purificé con acetona y se disolvio en éter se secé 

con nitrégeno. Posteriormente se disolvié en un amortiguador de 50 mM H;PO,- 

TEA pH 7 para dar una concentracién final de 50 mg/ml. A esta mezcla se le 

denomino suspensién de asolectina. 
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2.- Después de disolverse perfectamente, la solucién de asolectina se dispers6 con un 
sonicador de vastago a 4°C y en ambiente de nitrégeno hasta claridad. De esta 
forma, Ia asolectina se encontraba lista para poder incorporar a la citocromo 

oxidasa (Cyt aay). 

3.- La suspension de asolectina sonicada se mezcld con la citocromo oxidasa para dar 
una concentracion final de 250 1g Cyt aay/ml solucién. 

4.- Los lipidos junto con la Cyt aa; se incubaron 15 min a 30°C. A esta iltima mezcla 
se le denomin6 proteoliposomas. 

5.- Para agrandar los proteoliposomas se congelaron con nitrégeno liquido y se 
descongelaron lentamente con agua-hielo. 

6.- Los proteoliposomas se Hevaron a un volumen de 20 ml con el amortiguador 
inicial y se centrifugaron a 250 000 x 2/60 min a 4°C. 

7.- El botén se resupendié en 300 pl de amortiguador. El porcentaje de incorporacién 
de Cyt aa; a los liposomas, evaluado por cuantificacion de proteina con el 
método de Lowry (1951) fue del 100 % . 

8.- Los proteoliposomas se guardaron a -72°C hasta su empleo. La descongelacién se 

realiz6 lentamente en agua-hielo. Es importante advertir que después de 

descongelar los proteoliposomas, se deben sonicar durante 3 seg para obtener el 

mejor grado de acoplamiento. 

9.- Para determinar el grado de acoplamiento de la Cyt aa3 se determino el consumo 

de oxigeno en presencia y ausencia del desacoplante CCCP. El medio de reaccién 

fue de amortiguador de fosfatos 50 mM/TEA pH 7.0, 7.5 mM de ascorbato, 0.75 

mM de TMPD (fresco), y una solucién fresca de 2.5 mM de citocromo C soluble 

tipo VI de corazon de equino. La determinacién se realizé a 30°C. 
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INCORPORACION DE PROTEINAS MITOCONDRIALES A PROTEOLIPOSOMAS: 

Una vez obtenidos los proteoliposomas, las proteinas de membrana mitocondrial 

se incorporaron de la siguiente manera: * . 

1.- Aproximadamente 2 mg de proteina mitocondrial fueron disueltas en 250 pl de un 

amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7 junto con 0.5 % de colato de 

sodio. ‘ 

2.- La mezcla se centrifugé a 100 000 x 9/30 min para eliminar el material insoluble. 

3.- El sobrenadante se mezclé con 300 yl de proteoliposomas previamente 

agrandados y se sonicaron suavemente durante 3 seg. 

4.- Los liposomas se dializaron toda la noche en 500 ml de KH,PO, 50 mM, pH 7.0 

5.- Después de la dialisis, los liposomas se pasaron por una columna de sephadex G- 

50 de grano medio para separar los liposomas de diferentes tamafios. En los 

experimentos de transporte de Ca®* se emplearon los liposomas de mayor tamafio. 

TRANSPORTE DE CALCIO EN PROTEOLIPOSOMAS. 

El transporte de calcio se determiné mediante el empleo del isétopo radioactivo 

“°Ca* con una modificacién de la técnica de filtracion: 

1.- Aproximadamente de 50 a 100 11 de proteoliposomas se agregaron a un medio de 

incubacién que consistié de 7.5 mM de ascorbato, 0.75 mM de TMPD (fresco), y 

una solucién fresca de 2.5 mM de citocromo C soluble tipo VI de corazon de 

equino, 500 1M de “*Ca** (act. sp. 1000 cpm/nmol), 50 mM de Pi/TEA, pH 7.0 a 

30°C. El volumen final fue de | ml 

2.- Al término de la incubacién, la reaccién se detuvo agregando 200 ul de sulfato de 

protamina (4 mg/ml). 

3.- Inmediatamente después se tomd una alicuota de 200 yl y se filtré en filtros 

millipore de 0.45 ym de didmetro previamente humedecidos. 
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4.- Los filtros se lavaron con 5 ml de una solucién de CaCl 10 mM para lavar el 

“5Ca?* pegado inespecificamente. 

5- Los filtros se colocaron en viales de vidrio de 20 ml y se agregaron 5 ml de liquido 

de centelleo. Los viales se dejaron toda la noche para pennitir que los filtros se 

disolvieran completamente. 

6.- Las cpm se estimaron en un contador de centelleo liquido. La captacién total de 

calcio de los proteoliposomas se obtuvo después de restarse las cpm de un grupo 

control (sin TMPD/Ascorbato) que se incubé paralelamente con el experimental. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA MONOAMINO OXIDASA. 

La determinacién de la enzima Monoamino oxidasa se emplea como marcador de 

membrana externa mitocondrial (Darley-Ursmar y col. 1987). Al formar mitoplastos 

es necesario determinar la disminucién de la actividad de tal enzima. El ensayo se 

basa en la oxidacién de la benzilamina a benzaldehido por la MAO, dando un 

incremento en la absorbencia a 250 nm (Darley-Usmar y col. 1987): 

1.- Se preparé una solucién stock de 0.25 M de benzilamina y se diluyé la proteina a 

1 mg/ml en 50 mM de fosfato de sodio pH 7.5. 

2.- Se afiadieron 0.8 ml de amortiguador de Pi/Na* a una cubeta de cuarzo y 10 pl de 

la solucién estandar de benzilamina. La linea base se graficé a 250 nm con una 

sensibilidad de 0.3 de absorbencia y una velocidad de 1 min/ml. 

3.- Para arrancar la reacci6n se afiadié proteina a una concentraci6n final de 0.01-0.05 

mg/ml y se midié el incremento de absorbencia. En el curso temporal el aumento 

de absorbencia fue lineal. 

4.- La actividad especifica fue calculada usando un coeficiente de extincién de 13/cm 

x mM a 250 nm para el benzaldehido. 
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' ESQUEMA DE PURIFICACION DEL ACARREADOR DE CALCIO: 
Para la obtencién de la fraccién rica en actividad de transporte, se utilizé primero 

un método de precipitacién fraccionada, para posteriormente aplicar una de las 
fracciones a una columna de inmunoafinidad. A continuacién se enumeran los pasos 
empleados en el esquema de purificacin (fig. 3): 

1.- Aproximadamente 40 mg de PSM se disolvieron en 20 ml de Medio | (0.3 M de 
manitol, 1 mM de EGTA, 1.0 % de colato de sodio, 10 mM de Trizma base, pH 
7.2). La mezela se agité suavemente a 4°C. 

2.- La mezela se centrifugé a 100 000 x 2/30 min para eliminar los precipitados que 
no se disolvieron. 

3.- El sobrenadante se precipité con (NH,)SO, al 50 %. La mezcla se agité durante 10 
min y se centrifugé a 27 000 x e/10 min. : 

4.- El botén fue desechado y el sobrenadante se precipité con (NH,)SO, al 90 %. La 
mezcla se agité durante 10 min. 

5.- La mezcla se centrifugé a 138 000 x 2/20 min. El sobrenadante se deseché yel 
botén se resuspendié en medio 1. 

6.- La mezcla posteriormente se sometié a dialisis exhaustivamente contra el medio 2 
(125 mM de KCl, 1 mM de EGTA, y 10 mM de Trizma base, pH 7.2). A la 
fraccion precipitada con 90 % de sulfato de amonio se le denominé F90. 

7.- La mezela se concentré y resuspendié en aproximadamente 1.0 ml del medio 3 
(CHAPS 0.1 %, y 10 mM de Trizma base pH 7.2.) 

8.- La fraceién F90 fue pasada por la columna de inmunoafinidad previamente 
equilibrada con 5 volimenes de medio 3. La fraccién se dejo incubando por una 

hora y posteriormente se lavé con medio 3 hasta que la absorbencia a 280 nm del 
lavado fue de cero. 
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9.- Las proteinas unidas a la columna fueron eluidas con medio 4 (0.3 % de CHAPS y 

150 mM de citrato de sodio pH 6) a una velocidad de 0.2 ml/min. 

10.- A las proteinas eluidas se tes amortigué inmediatamente el pH a 7.2 con Tris-HCl 

6 Tris-KOH segin se requiriera. 

11.- La fraccién retenida por la columna de inmunoafinidad se sometié a una didlisis 

intensiva contra el medio 3 y se almacené a - 70°C hasta su empleo, 

ISOELECTROENFOQUE PREPARATIVO DE FASE ACUOSA. 

El tsoelectroenfoque a partir de PSM se llevé a cabo de Ja siguiente manera: 

1.- Aproximadamente 13 mg de PSM fueron diluidas e incubadas durante 10 min con 

agitacion suave en 20 ml de una solucién con 500 mM de KCl, 15 mM de DTT, 10 

mM de MOPS pH 7.2. Todo el procedimiento descrito se llevé a cabo a 4°C. 

2.- Inmediatamente después de sonicarse a claridad la mezcla fue centrifugada a 250 

000 x g/40 min. 

3.- Las PSM se resuspendieron en 20 mi de una solucién con 15 mM de DTT, 50 % 

de glicerol, y | mM de MOPS pH 7.2. 

4.- Las PSM fueron nuevamente sonicadas a claridad y se centrifugaron a 250 000 x 

2/40 min. 

5.- El boton se resuspendié en 48 ml de 1 % de CHAPS, 2% de anfolinas (pH 3-10) 

y 3 % de glicerol. 

6.- Las PSM se incubaron durante 30 min y después se sometieron a sonicacién hasta 

alcanzar la claridad. 

7.- Inmediatamente después de la sonicacién, la mezcla se aplicd a un sistema de 

isoelectroenfoque preparativo. 

8.- El isoelectroenfoque se tlevo a 12 Watts constantes durante 6 hrs. El voltaje y 

amperaje final fueron de 1000 Volts y de 10 mAmps respectivamente. 
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= 40 mg de PSM se disuelven en el medio 1 

Centrifugacién a 100 000 x 2/30 min 

Desechar botén 
El sobrenadante se precipita con (NH,)SO, al 50% y se agita 10 min. 

Centrifugacién a 27 000 x g/10 min. 

El botén se somete a didlisis y 
se guarda denominandose F50 

. El sobrenadante se-precipita con (NH,)SO, al 90 % y se agita 10 mm. 

Centrifugar a 138 000 x 9/20 min 

EI sobrenadante se desecha 
El botén se resuspende en mello !. Esta fraccién se denomina F90 

ializar exhaustivamente en el 
medio 2 

La F90 se concentra y se disuelve en medio 3 

La F90 en medio 3 se aplica a la columna de inmunoafinidad 
Incubar por I hora 

La columna se lava con el medio 2 hasta que la ABS a 280 nm sea cercana a cero 

Las proteinas que se retienen se eluyen con medio 4 y el pH se ajusta a 7.2 

Dializar extensivamente con medio 3 

Almacenar a - 70°C. 

Medio 1.- Manitol 300.0 mM Medio 2.- KCI 125 mM 
EGTA 1.0 mM EGTA 1.0 mM 
Colato de Na’ 1.0% Trizma base 10.0 mM 
Trizma base 10.0 mM pH 7.2 
pH 72 

Medio 3.-CHAPS 0.1% Medio 4.- CHAPS 0.3% 

Trizma base 10.0 mM Citrato de sodio 150 mM 

pH 7.2 pH 6.0 
Fig. 3.- Esquema de purificacién que se empleé en el aislamiento del 

acarreador de Ca” de mitocondrias de plantulas de frijol. 
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9.- Al término de la corrida, se cosecharon 20 muestras. 

10.- A las muestras se les determiné el pH y posteriormente se les ajusté a 7.0 con 
KOH 0 HCl. 

11.- Una vez amortiguado el PH de las muestras, se determino la absorbencia a 280 
nm. 

12.- Las muestras que presentaban la misma media unidad de pH se incubaron en 1 M 
de NaCl durante 1 hr, se sometieron posteriormente a didlisis exhaustiva en I 
mM de MOPS pH 7.2 

14.- Las muestras se congelaron a - 70°C y se liofilizaron. Posteriormente se 
almacenaron a - 20°C hasta su empleo. 

PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN GALLINA. 

La técnica de elaboracién y extraccién de anticuerpos en yema de huevo (IgY) se 
hizo mediante la modificacién de un método reportado por el grupo de Polson (1980). 
1.- Una gallina de la linea Delb-Kan Warren se imoculé una vez cada semana con 40 

ug de FR + 1 ml de Adyuvante completo de Freud hasta completar 3 dosis. 

2.- Al término del periodo de inoculacién, los huevos fueron recolectados y 

almacenados a 4°C hasta su procesamiento. Cada huevo se proces por separado. 
3.- Las claras se separaron de las yemas y a estas ultimas se les retiré la membrana 

vitelina. 

4.- Las yemas se disolvieron en un volumen igual de PBS (0.01 % NaN3, 100 mM de 
NaCl y 10 mM de Na3PO, pH 7.5). 

5.- A la mezela se afiadié polietilen glicol 8,000 pulverizado (PEG-8000) hasta una 

concentracion final de 3.5 % (p/v). Este proceso se Ilevo a cabo a temperatura 

ambiente. 

6.- La mezcla se agité durante 30 min a temperatura ambiente. 

32 

 



7.- Al término de la incubacién, la mezcla se centrifugé a 23,000 2/10. min para 

eliminar las proteinas que se precipitaron. 

8.- El boton se deseché y el sobrenadante se pasé dos veces por un embudo con tapén 

de algodon. 

9.- Al filtrado que se obtuvo se le afiadié PEG-8000 hasta tener una concentracién 

final del 12 % para precipitar los anticuerpos. 

10.- Una vez que el polimero se disolvié completamente, la mezcla se centrifugé a 

12,000 2/10 min. : 

11.- El botén resultante se resuspendié en PBS en el volumen original de la yema de 

huevo. 

12.- Al homogenado se le afiadié (NH,)SO, para tener una concentracién final de 2M. 

13.- La mezcla se agité durante 30 min a 4°C y posteriormente se centrifugé a 12,000 

2/10 min. Se 
14.- El botén que se obtuvo se resuspendié en PBS, se sometié a didlisis exhaustiva 

contra PBS y se concentré. 

15.- Las IgY se almacenaron a 4°C hasta su empleo. 

TITULACION DE ANTICUERPOS POR MEDIO DEL ENSAYO DE 

INMUNOABSORCION POR ENZIMA UNIDA (ELISA): , 

La técnica de ELISA se realizé a partir de la modificacion de Enguall y col. (1971) 

de la siguiente forma: 

1.- En una placa de microtitulacién se agregé, a cada pozo, cantidades en nanogramos 

de antigeno disueltos en 100 pl de 0.05 M de carbonato de Na‘ pH 9.6. El 

antigeno se incubo por 24 hrs a temperatura ambiente. 

2.- La placa se bloqueé con 300 pl de 0.01 % de gelatina de cerdo y se incubé 

durante 2 hrs. 
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3.- Las placas se lavaron 6 veces con PBS-Tween (0.01 M de fosfato de Na* pH 7.5, 

0.1 M de NaCl, 0.01 % de NaN, y 0.1 % de Tween 20) y después 6 veces con 

HO bidestilada. 

4.- Las placas se secaron y se afiadié a cada pozo IgY solubilizada en PBS. Las 

diluciones comenzaron a partir de 1:400 (25 ug/ml) y se continuaron con 

diluciones sucesivas de 1:800; 1:1,600; 1:3,200; 1:6,400; 1:12,800. 

5.- Las placas se incubaron durante 45 min a 38°C y con agitacién constante. 

6.- Las placas se lavaron 6 veces con PBS-Tween y posteriormente 6 veces con H,O 

bidestilada . 

7.- Las placas se secaron y se afiadieron 100 ul por pozo de un anilgY- 

streptavidina/peroxidasa a una dilucién con PBS-Tween de 1:30,000. Las placas 

se incubaron durante 45 min a 38°C con agitacién constante. 

8.- Se repitié el procedimiento numero 3. 

9.- Las placas se secaron y se revelaron con 100 y1l de solucién reveladora (24 mM de 

citrato, 50 mM de fosfato dibasico de Na*, 3.7 mM de o-fenilendiamina, y 1.3 

mM de peroxido de hidrégeno) a pH 4.0. Las placas se incubaron durante 30 min 

a temperatura ambiente y agitacién constante. 

10.- Al término de la incubacién se afiadieron a cada pozo 50 yl de 2. M de H)SQx. 

11.- Las placas se analizaron en un lector de ELISA a doble longitud de onda de 490- 

630 nm. 
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RESULTADOS. — 

Respirometria y Determinacién de Potencial Transmembranal: 

El transporte de Ca’* mitocondrial en eucariontes es electroforético, por lo tanto 

era primero necesario asegurarse de que ja técnica que se empled para aislar las 

mitocondrias de plantula de frijol generara el gradiente electroquimico que sustentase 

tal acarreo. Un método de evaluacién que permite obtener informacion sobre la 

formacién del AH’ en el organulo aislado, es la oximetria. Al determinar la 

respiracién en mitocondrias de plantula de frijol, se encontré que dichos orgénulos 

eran capaces de fosforilar oxidativamente al ADP, cuando se utilizé como sustrato 

oxidable al succinato (Fig. 4). Al adicionar ADP, la velocidad de consumo de oxigeno 

se estimulé calculdndose un control respiratorio (CR) de 2.3. Siempre que se 

adicionaba un pulso de ADP (150 nmol)a las mitocondrias, fue posible caicular el CR. 

La ADP/O que se estimé para la fosforilacién en presencia de succinato fue de 1.82. 

Sin embargo, a pesar de que las mitocondrias se encontraban acopladas, la respiracion 

no se estimuld por la adicién de Ca’* (Fig. 4). Es importante advertir que para obtener 

mitocondrias de plantula de frijol acopladas, se requiere de la presencia de Mg”* a 

concentraciones milimolares en el medio de respiracion. Tomando en cuenta que en 

mamiferos el Mg”* es un inhibidor que interfiere con el transporte que se lleva al cabo 

por el uniportador de Ca’* mitocondrial (Martins y col. 1986), por ello, debe 

considerarse la posibilidad de que en nuestras condiciones de oximetria el uniportador 

se encontraba inhibido. 

Con el fin de obtener mds informacién sobre el estado energético mitocondrial, se 

evalud espectrométricamente el AY (Fig. 5). El estudio mostré que en presencia de un 

sustrato oxidable se generaba una diferencia de voltaje a través de la membrana 

interna de los organulos, sensible al desacoplante CCCP. Tal potencial fue semejante 

en magnitud al que se genera en mitocondrias de mamiferos (Reyes-Vivas y col. 

1996). No obstante, la adicién de 50 a 300 uM de Ca”* en el medio de reaccién no 

indujo una despolarizacin transitoria en las mitocondrias (Fig. 5). 
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Fig. 4.- Trazo respiratorio representativo de mitocondrias de germen de Phaseolus 

vulgaris. Cuando se indica, se adicionaron 150 nmol de ADP o Ca”, Los mimeros 

corresponden a los nanodtomos de oxigeno consumidos/min/0.5 mg. Las condiciones 

experimentales se describen en Material y Métodos. 
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Fig.5.- Trazo representativo de un potencial membranal, de mitocondrias de plantula de 

frijol. Dos mg de proteina mitocondrial (M) se afiadieron a un medio y a las condiciones 

descritas en Material y Métodos. Cuando se indica, el calcio se afiadié a una concentracion 

de 50 6 300 uM. La adicion de 10 pg del desacoplante CCCP se utilizo para evaluar el 

AY total que se formd. 
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Los resultados obtenidos en la oximetria y en la determinacién del AY muestran 

que el transporte de Ca** no modifica el estado energético mitocondrial. Lo anterior 

puede interpretarse de tres maneras: a) las mitocondrias de plantula de frijol no 

transportan Ca”* b) el transporte de calcio en mitocondrias de plantula de frijol no es 

electroforético y, por tanto, es independiente del estado energético del organulo; c) el 

transporte de Ca’* es mds lento que el bombeo de H* de Ja cadena de transporte de 
electrones, por lo que la entrada del calcio a 1a matriz no disminuye sensiblemente las 

cargas negativas. En estas circunstancias, ni el AY ni la respiracién se alterarian 

significativamente. 

Por tanto, fue necesario determinar el transporte del catién por un método mas 

directo que permitiera, ademas, obtener informacion cinética sobre el acarreador. El 

primer método que se decidié utilizar fue el espectrofotométrico, por medio de la 

evaluacién de los cambios en Ja absorbencia del colorante metalocrémico Arsenazo 

Ill (Kendrick, 1976). Sin embargo, no fue posible determinar los flujos del catién por 

esta técnica debido a la alta concentracién de Ca”* externo requerido para que el 

caicio se transportara hacia la matriz. El transporte del catién tampoco pudo 

observarse con el empleo de otros colorantes especificos y de Kp mayores como la 

murexida, debido a su baja sensibilidad. Por fo anterior fue necesario utilizar el 

isdtopo radioactivo del calcio. 

Transporte de catcio radioactivo mitocondrial: 

La determinacion del transporte de calcio se realizé empleando el isdtopo 

tadioactivo ’Ca”” La cinética se determin6 bajo diferentes condiciones de incubacién 

(Fig. 6). Cuando en el medio se encontraba presente 10 mM de Pi la captacion 

maxima de calcio se alcanzaba, aproximadamente, a los 5 min (50 nmol Ca”*/mg). El 

tiempo que se requirié para alcanzar el estado estacionario es cinco veces mayor que 

en mitocondnas de mamifero (Reyes-Vivas y col. 1996). Por otra parte, de modo 

similar a lo que ocurre en mitocondrias de Euglena gracilis (Uribe y col. 1994), la 

adicién de ADP en un intervalo que fue desde 200 uM hasta 600 uM no elevé 
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Fig. 6.- Medicién del transporte de Ca?" en distintas condiciones de incubacién. En 
todas las condiciones las mitocondrias (0.66 mg) se afiadieron a un medio de 
reaccién de 0.3 M de manitol, 10 mM de succinato, 2 1g de rotenona, 2 mg de 
BSA sin lipidos, 300 pM de “Ca** (activ. esp. 1000 cpm/nmol), y 10 mM de 
HEPES pH 7.2. En donde se indica se afiadié 600 »M de ADP, 5 pg de 
oligomicina, 10 mM o 20 mM de AcO'Na’. Los trazos en linea continua 
Tepresentan experimentos en presencia de 10 mM de fosfato. Los trazos en iinea 
discontinua representan experimentos en ausencia de Pi en el medio. El medio se 
oxigend y agité constantemente, y la temperatura se mantuvo a 25°C. El vol. final 
fue de 1.0 ml. 
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significativamente 1a captacién del catién (resultados no mostrados). El transporte 

fequiere de la presencia de Pi como anion permeante; y no pudo sustituirse ni por 10 

mM de nitrato, ni por 10 6 20 mM de acetato (Fig. 6), !o cual coincidié con fo 

reportado para mitocondrias de otros sistemas vegetales (Martins y col. 1986). 

La dependencia de la captacién de Ca?’ a diferentes concentraciones de calcio 

externo mostré una cinética sigmoidea (Fig. 7). Al ajustar los datos a la ecuacién de 

Hill se obtuvo un coeficiente de Hill de 1.75 + 0.38. Cabe destacar que a 

concentraciones de calcio extemo por arriba de 600 pM la captacién del catién 

decrece significativamente. Lo anterior puede deberse a un aumento en la 

permeabilidad inespecifica de la membrana mitocondrial por sobrecarga de Ca®* 

(Chavez y col. 1989). El ajuste de los datos por el método que antes se menciona 

permitis también determinar que la Kos es de 115.55 + 17.51 aM y que la velocidad 

maxima de captacién (Vauxmg') es de 38.37 + 3.16 nmol/mg/min (Fig. 7). Para 

corroborar el valor de cooperatividad que se obtuvo a partir de la ecuacién Hill, se 

decidié determinar dicho valor mediante un regrdfico de Hill (Segel, 1975) 

obteniéndose una h = 1.89 + 0.1 (Fig. 8). 

Una vez obtenidos los parametros cinéticos se decidié determinar si el transporte 

de calcio en mitocondrias de plantula de frijol era sensible al R.R, inhibidor clasico 

del uniportador. Tal policatién demostré ser un inhibidor no competitive de la entrada 

de calcio en mitocondrias, sin afectar alguna otra via metabdlica mitocondrial (Reed 

and Bygrave, 1974 b) (Fig. 9). Los resultados mostraron que a partir de una actividad 

de 161 nmol Ca™*/mg/3 min, la presencia de 30 uM de R.R disminuy6 el transporte a 

13.07 nmol Ca”*/mg/3 min. Lo anterior significé un decaimiento de 1a actividad de 

aproximadamente 91.8 %, 
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Fig. 7.- Cinética del transporte de calcio mitocondrial. Dos mg de 
mitocondrias se afiadieron a un medio de incubacién formado de 0.3 M de 

manitol; 10 mM de succinato; 10 mM de Pi; 5 yg de rotenona; 10 mM de 

HEPES pH 7.2. El medio (3 ml) se oxigend y agité constantemente, con una 

T = 25°C. La actividad especifica del ““Ca’* fue de 1000 cpr/nmol. Las 
constantes se obtuvieron del ajuste de los datos a la ecuacién de Hill. 
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Fig 8.- Regrafico de Hill de las velocidades iniciales de transporte de Ca”* en 

mitocondrias de Phaseolus vulgaris. El grafico se realizé a partir de los datos 
de la Figura 7. 
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Fig. 9.- Inhibicién de la captacién de Ca”* por rojo de rutenio. 2 mg de 
proteina mitocondrial se afiadieron a un medio que contenia 0.3 M de manitol, 
10 mM de succinato, 10 mM de Pi, 5 pg de rotenona, y 10 mM de HEPES 
pH 7.2. El medio se oxigens y agité constantemente a 25°C. La actividad del 
“5Ca?* fue de 1000 cpm/nmol. El volumen final fue de 3 ml. 
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Aislamiento del acarreador de calcio de mitocondrias de plantula de frijol: 

Separacién por medio de solventes orgdnicos (cloroformo-butanol): 

Luego de establecer buenas condiciones para el transporte de calcio en 
mitocondrias aisladas, se procedié a realizar un esquema de purificacion para aislar a 
las proteinas que intervienen en el transporte del cation. El primer paso fue obtener un 
extracto liposoluble por medio de solventes organicos, capaz de acarrear Ca’* a través 
de una fase hidrofébica. El principio de la extraccién de proteinas con solventes 
organicos es precipitar diferencialmente a la proteina por cambios en la solvatacion 
(Murray, 1990). Al respecto, existen diversos reportes sobre la extraccién de 
proteinas acarreadoras de calcio en mitocondrias con éste método (Jeng, y col. 1978, 
Mironova, y col. 1982, Sokolove and Brenza, 1983). EI extracto liposoluble se obtuvo 
a partir de mezclar PSM resuspendida en detergente con solventes orgdnicos 
(cloroformo-butanol). La cantidad de proteina que se disolvié en la fase orgdnica por 
medio de dicha técnica fue de aproximadamente 4 % . 

La evaluacién de Ja transferencia de Ca** por el extracto se determind por medio 
del acarreo de “Ca” a través de un sistema agua-fase organica-agua dentro de un 
tubo en “U” (Fig. 10). Los resultados muestran que después de 25 hrs de incubacién, 
el extracto (240 ug proteina) transporté 4.25 nmol de Ca”* a través de la fase organica 
(Fig. 11). Dicho transporte disminuyé a 2.01 nmol de Ca2* en presencia de 40 uM de 
RR. lo que significd una inhibicidn del 52.7 % . Una vez que la muestra fue hervida 
se perdié toda actividad (Fig. 11). 

Debido a que tanto el colato de sodio, como los fosfolipidos (FLP) se extraen junto 

con las proteinas por los solventes, fue necesario hacer controles de acarreo de Ca’* 

separadamente por ambos contaminantes. 

La concentracién de colato de sodio que se empleo para solubilizar a las PSM fue de 
3.3 mg detergente/mg proteina. Si se hace la Suposicién de que todo el detergente se 
transfiere a la fase orgdnica, la concentracién del detergente seria de 1.6 mg/ml 
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Fig. 10.- Modelo de tubo en “U” que se utilizé en la transferencia de Ca** a 
través de una fase orgdnica. En un extremo del tubo se afiadié “*Ca”* (act. 
esp. | 400 cpm/nmol) en 4 ml de medio 1. Las PSM previamente disueltas en 
detergente se solubilizaron en 12 ml de fase organica (cloroformo 60 %- n- 
butanol 40 %). Las alicuotas (50 p11) se obtuvieron a partir de la fase acuosa 
conteniendo EGTA (medio 2). 
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Fig. 11.- Transferencia de Ca’’ a través de una fase organica. PSM (6 mg) 
previamente disueltas en detergente se solubilizaron en la fase orginica. La 
proteina mitocondrial que se disolvié en el solvente organico (240 pg) se 
aplicé al tubo en “U”. Cuando se indica, se afiadié 40 wM de R.R. desde el 
inicio a la proteina disuelta en la fase organica. 
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solvente. Al determinar la transferencia de Ca?" a través de la fase organica por dicha 

concentracién de detergente se encontré que por si solo no transfiere al cation. La 

concentracién de fosfolipido (FLP) que copurificé con las proteinas por cloroformo- 

butanol fue de 0.316 mg FLP/mg proteina (0.158 mg/ml solvente). Cuando se ensayé 

esta misma concentracién de asolectina en el sistema de tubo en “U” no se encontré 
una transferencia de Ca” significativa a través de los solventes. Sin embargo, es 

_importante advertir que incrementandose la concentracion de asolectina en el ensayo 

hasta 0.83 mg/ml solvente, el acarreo del cation por los fosfolipidos es semejante al 

que se obtiene con el extracto de proteinas. 

Las proteinas extraidas por la fase organica se recuperaron después de evaporar el 

cloroformo-butanol con N,. La evaluacién del nimero de polipéptidos y de sus pesos 
moleculares (PM) se determiné por electroforésis en geles de SDS-poliacrilamida al 

12.5 % . El patrén de bandas de la fraccién que se obtuvo mediante la extraccién con 
solventes organicos (FO) mostré cinco péptidos con los siguientes PM: 78 000 

Daltones; 47 000 Daltones; 44 000 Daltones; 32 000 Daltones y 15 000 Daltones 

(Fig. 12.A). 

La FO se incorporé a un sistema de liposomas con formacién de gradiente de H*. 

La figura 12.B muestra un experimento representativo donde el transporte maximo de 

calcio (24.04 nmol Ca?*/mg) se obtuvo a los cinco minutos. Después de 15 min de 
incubaci6n la actividad disminuyo hasta cero. Cabe destacar que tal transporte fue 

sensible a la presencia de 40 uM de R.R. 

La actividad especifica del transporte de Ca* por el extracto de proteinas que se 

obtuvo por solventes organicos fue poco reproducible. Por lo que se procedié a 

utilizar un método de aislamiento que permitiera mayor reproducibilidad. 
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Fig. 12.- Perfil electroforético en geles de poliacrilamida-SDS de los PM de 
proteinas que se obtuvieron de la fase organica (panel ¢4). El panel Jg muestra la 

captacién de Ca’* en un curso temporal de dichas proteinas incorporadas a 
proteoliposomas. Las condiciones del experimento se describen en el apartado de 
material y métodos. 
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Aislamiento por precipitacién con (NH)SO, e inmunoafinidad: 

La estrategia a seguir fue emplear un método inmunoquimico con anticuerpos 

policlonales. Tales anticuerpos fueron producidos al inocular ratones con un extracto 

enriquecido del acarreador de calcio de mitocondrias de rifién de rata 

(IgGiinen)(Zazueta y col. 1994), Para determinar si tales anticuerpos reconocian a las 

proteinas responsables de transportar Ca’*, se ensayo la captacién del catién en 

mitoplastos preincubados. Los resultados mostraron que después de 30 min de 

preincubacion con IgGriton la captacién de Ca”* fue de 8.4 nmol/mg/11 min, en tanto 

que el grupo con IgGeontoi retuvo 28 nmeot/mg/11 min (Fig. 13). Esto significa que los 

IgGrasn feconocieron al acarreador de Ca** mitocondrial, e inhibieron su actividad en 

un 70 %. Cabe destacar que en presencia de IgGrssn el control respiratorio en 

mitoplastos no disminuyé. 

Por to anterior, se procedié a emplear una columna de inmunoafinidad con IgGrsen 

unidas a un soporte de agarosa: El protocolo de purificacién consistié primero en 

disolver las PSM en un detergente aniénico (Colato de sodio 1.0 %) con un cociente 

detergente/proteina (p/p) de cinco. Este criterio de solubilizacién asume que a dicho 

cociente se encuentran formados en el medio complejos detergente-lipido-proteina, 

junto con complejos detergente-lipido (Murray, 1990). Lo anterior permite solubilizar 

a las proteinas membranales con sus fosfolipidos que las rodean, manteniéndolas 

activas. Una vez que las proteinas de PSM se disolvieron en el detergente, se agrega 

(NH4)2SO,. en dos pasos como se describe en Material y Métodos (Fig. 3) . El primer 

paso precipitd la mayor parte de las proteinas mitocondriales a la cual se denomin6é 

fraccién F50. El segundo paso precipité al resto de la proteina disuelta en el medio y 

se le denomino fraccién F90. Una vez que a la fraccién F90 se le retiré el (NH,).SOx, 

se concentré y disolvié en un detergente zwitteriénico mas suave (CHAPS 0.1 %). La 

F90 disuelta en CHAPS se aplicé posteriormente a la columna de inmunoafinidad. El 

perfil de elucién que se obtuvo de la columna mostré un pico de proteina retenida por 

los IgGrnon (Fig. 14). 
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Fig. 13.- Transporte de Ca”* en mitoplastos de plantula de frijol. Dos mg de 
mitoplastos se preincubaron durante 30 min con IgG,ifon 0 con [gG control a 
4°C. El medio de captacién se compuso de 0.3 M de manitol, 10 mM de 
succinato; 10 mM de Pi; 5 yg de rotenona; 10 mM de HEPES pH 7.2. El 
medio se oxigend y agité constantemente, T = 25°C. La actividad del ““Ca2* 
fue de 1000 cpm/nmol. El volumen final fue de 3 ml. 
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Fig. 14.- Perfil de elucién de ta columna de inmunoafinidad. 
Aproximadamente 0.70 mg de F90 se disolvieron en 1 ml de 0.1 % de 
CHAPS y 10 mM de Trizma base pH 7.2. La mezcla se aplicé a una columna 
de 2 mi. El lavado y Ia elucién de la proteina retenida en fa columna se 
especifica en material y métodos. 
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El porcentaje de proteina retenida en la columna fue de aproximadamente 6 % y se 

denominé fraccién retenida (FR). Después de separar la FR de la columna, se 

determind su nimero y tamafio de polipéptidos mediante electroforésis en geles de 

poliacrilamida-SDS al 12 %. El resultado fue la obtencién de cinco polipéptidos 

cuyos PM fueron de 200 kDa, 120 kDa, 75 kDa 61 kDa y 35 kDa (Fig. 15). La FR se 

incorporé a un sistema de liposomas que bombean protones. Se afiadieron 36 pg de la 

FR a | mi de liposomas y se considero que la incorporacién de los péptidos a las 

membranas fue del 100 %. La actividad especifica de captacién de Ca?* fue de 150 

nmol/mg x 15 min. 

E] rendimiento que se obtuvo de la FR a partir de 1 g de proteina mitocondrial fue de 

44 \1g, es decir, la fraccién que transporté el cation corresponde al 4.4 x 10° % del 

total de proteina mitocondrial. 

Produccién de anticuerpos (Ig¥) dirigidos contra la FR. 

El siguiente paso fue aumentar la purificacién del acarreador de Ca** por medio de la 

produccién de anticuerpos contra la fraccién retenida que present6 actividad. La 

estrategia pretendia incrementar el reconocimiento inmunoquimico hacia alguno de 

los cinco polipéptidos. 

La produccion de anticuerpos (IgY) se realizé a partir de la yema de huevo de 

gallinas que se inmunizaron con la FR (Polson y col. 1984; Reyes-Vivas y col. 1996). 

Sin embargo, la cantidad de adyuvante que se utilizé en el esquema de inoculacién 

descrita en Materiales y Métodos inhibié la ovulacién del ave durante 45 dias. Lo 

antenor obligé a recolectar las yemas después de regularizarse el periodo ovulatorio 

del ave. La figura 16 (recuadro A) muestra la curva de titulacién por el método de 

ELISA para diferentes fracciones mitocondriales, El resultado muestra la ausencia de 

reacci6n sobre la fraccién F90. De igual forma, no se encontraron IgY especificos que 

reaccionaran contra la fraccién FR, solo la muestra que contenia Jas mitocondrias 

totales manifesté un reconocimiento moderado a bajas diluciones (Fig. 16 recuadro 

A). 
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Fig. 15 Perfil electroforético de la fraccién que se retuvo por la columna de 
inmunoafinidad. El gel fue de poliacrilamida-SDS al 12 % y se corrid a 150 
Volts. El gel se tifié con plata y el PM se determind a partir de la 
comparacion con estandares. 
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Fig. 16.- El panel “4” muestra la curva de titulacién por medio de “ELISA” de 
IgY obtenidos de un ave que se inoculd con FR. Los anticuerpos se aislaron 45 
dias después del esquema de inoculacién. El panel “JQ” muestra el transporte de 
Ca?* en mitoplastos (2 mg) preincubados por 30 min con IgY contra la FR 0 con 
IgG control a 4°C. El medio de captacién contenia 0.3 M de manitol, 10 mM de 
succinato; 10 mM de Pi; 5 yg de rotenona; 10 mM de HEPES pH 7.2. El medio se 
oxigend y agité constantemente. T = 25°C. La actividad del “*Ca’* fue de 1000 
cpm/nmol. El volumen final fue de 3 ml. La determinacién de la MAO se Ilevé a 
cabo como se describe en material y métodos. 
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Los resultados que se obtienen de la titulacién de los IgY producidos contra la 

fraccién FR se confirmaron al evaluar el transporte de Ca”* en mitoplastos de plantula 

de frijot preincubados 30 min con tales anticuerpos. Estos datos mostraron que no se 

obtuvieron IgY que reconocieran al acarreador de Ca’* mitocondrial de Phaseolus 

vulgaris (Fig. 16.B). 

Purificacién mediante isoelectroenfoque preparativo en fase acuosa de PSM e 

inmunoafinidad. 

Un problema que se presentd desde el aislamiento de las mitocondrias fue la 

agregacion espontanea de las proteinas. Este problema persistié en las PSM que se 

solubilizaron en detergentes. Como consecuencia, al fraccionar las PSM con 

(NHz):SO, el rendimiento de la fraccién que’ transports Ca’* disminuyé. La 
agregacién no se debio a la unidn de lectinas con carbohidratos de glicoproteinas, ya 

que la unién entre proteinas se mantuvo inalterable en presencia de altas 

concentraciones de agentes quelantes (0.5 M de EDTA 0 0.3 M de EGTA) (Halina 
and Nathan, 1986). Los polifenoles se descartaron como inductores de la agregacion 

debido a que las mitocondrias se aislaron en presencia de 0.1 % del atrapador de 

polifenoles, polivinilpirrolidona (PVP) (Murray, 1990). La presencia hasta de 0.6 % 

de PVP en el medio de homogeneizacién no disminuy6 la agregacion. La incubacién 

de las proteinas con un agente reductor como el DTT (100 mM) no revirtié la 

agregaci6n. Sin embargo, la precipitacién de las proteinas se revirtié al incubar a las’ 

PSM durante 10 min con 500 mM de KCI y después someterlas a sonicacién en 

presencia de 25 % de glicerol. Sin embargo, al centrifugar las PSM pretratadas y 

tesuspenderlas en 0.3 M de manitol, MOPS 10 mM pH 7.3, nuevamente se 

agregaron. Por tanto, sdlo una fraccién de PSM pudo correrse por electroforésis en 

geles de poliacrilamida. 

Con base a estos ultimos resultados fue necesario modificar el protocolo de 

purificacién, teniendo como objetivo aumentar el rendimiento y eliminar la 
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agregacion. La estrategia consistié en solubilizar PSM en un medio conteniendo 
anfolinas; detergente zwitterionico, inhibidores de proteasas, y 3 % de glicerol (ver 

Materiales y Métodos). Inmediatamente después de sonicar a las PSM, se corrieron 

por isoelectroenfoque preparativo en fase acuosa. Después de 6 hrs, se obtuvieron 20 

fracciones cuyos valores de pH formaron un gradiente lineal desde 3 hasta 10. La Fig. 
17 muestra el perfil de absorbencia a 280 nm de las fracciones que se obtuvieron por 

isoelectroenfoque, después de que el pH de cada una se ajusté a 7.0. Los resultados 
muestran cuatro principales picos de absorcién a pH 4.0, pH 5.5, pH 6.5 y pH 7.5. 

Después de remover las anfolinas de las muestras, se concentraron para almacenarse 

a -70°C. El perfil de absorbencia y la formacién de un gradiente continuo de pH 
presenté gran reproducibilidad en todas las muestras de PSM que se sometieron a 

isoelectroenfoque. Las fracciones de varias muestras que se obtuvieron mediante 

dicha técnica se juntaron conforme migraron a la misma media unidad de pH. Los 

maximos picos de absorcién a 280 nm coincidieron con la mayor concentracién de 

proteina al determinarse por el método de Lowry (1951) Fig. 18). 

Fraccionamiento por inmunoafinidad: 

El siguiente paso fue seleccionar a las muestras mas ricas en el acarreador de Ca", 

El método consistid en reconocer inmunolégicamente al uniportador por medio de los 

IgGritsn. Los resultados del ELISA mostraron que los valores mas altos de titulacion 
se encuentran en tres regiones de pH. La primera, en una muestra con un intervalo de 

pH de 3.5 a 4.0 (A). La segunda en cinco muestras con PH desde 5.0 hasta 7.5 (B); y 

una tercera regién cuyo intervalo de pH fue de 8.5 hasta 10.0 (C) Fig. 18). 

Las muestras de cada region se juntaron, concentraron y se sometieron a didlisis 

contra PBS + 0.1 % CHAPS + inhibidores de proteasas, pH 7.2. Las tres nuevas 

muestras (A, B, y C) se solubilizaron en 1 ml para permitir su aplicacién en la 

columna de inmunoafinidad. 
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Fig. 17.- Perfil de absorbencia a 280 nm y de pH del isoelectroenfoque 
preparativo en fase acuosa de PSM (= 13 mg) de plantula de frijol. Luego de 

6 hrs de corrida las condiciones finales fueron 12 Watts cte; 852 Voltios; 14 

mAmps. 
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albimina de bovino como estandar. Los asteriscos colocados en la parte 
superior de algunas barras muestran los intervalos donde se presenté mayor 
titulo antigénico por los IgG;isoa- 
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condiciones experimentales fueron semejantes a las descritas en la fig. 14 e 
iguales a las que se especifican en Material y Métodos. 
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El procedimiento para eluir cada muestra y obtener una fraccién retenida fue similar a 

la elucién de la F90. El perfil de elucién de las fracciones A, B, y C se muestra en la 

Fig. 19. Los porcentajes de retencién para las muestras A, B, y C fueron 0 %; 6.56 % 

y 11.0 % respectivamente. Las fracciones retenidas de B y C (FB y FC 

respectivamente) se concentraron y sometieron a didlisis contra CHAPS 0.1 % + 

inhibidores de proteasas + 50 mM de Pi pH 7.2. La electroforésis de FB y FC se 

muestran en la Fig. 20. El patrén de bandas para la FB mostré seis principales 

péptidos, sus PM fueron de 109 kDa; 67 kDa; 48 kDa; 30.2 kDa; 25.1 kDa; y 18.0 

kDa. La electroforesis de la FC se contaminé desafortunadamente con otras proteinas 

presentes en la mezcla desnaturalizante, haciendo imposible el correr otra muestra por 

carecer de mas FC. Sin embargo, tales contaminantes pudieron descartarse a partir de 

un carril libre en el cual sélo se corrié la mezcla. En dichas condiciones la FC 

presenté sdlo una banda principal cuyo PM fue de 25.1 kDa. 

Al determinarse la cantidad de proteina en los geles por densitometria éptica, se 

encontré el enriquecimiento de diferentes bandas entre ambas fracciones. De manera 

interesante, las fracciones que se obtuvieron de cada protocolo de aislamiento (Fase 

organica, precipitacién e isoelectroenfoque) coincidieron en dos regiones de similar 

PM. La primera region fue aquella cuya migracién permite relacionar un PM 

promedio de 50 kDa (47, 48 y 52 kDa para la FO , FB y FR respectivamente). La 

segunda region fue en una zona cercana a los 33 kDa (32, 30.2 y 35 kDa para FO, FB 

y FR respectivamente). 

Determinacién de la actividad de las fracciones obtenidas por inmunoafinidad: 

Para evaluar la actividad de FB y FC, las fracciones se incorporaron en 

proteoliposomas capaces de formar un gradiente de H’. En este caso, una cantidad 

conocida de la FB se reconstituyé a liposomas sin Cyt aa; para determinar la 

concentracién real de proteina que se incorporé al liposoma. El método consistié en 

separar la proteina que no se incorporé mediante una columna de exclusién molecular 
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Fig. 20.- Perfiles de las fracciones FB y FC que se resolvieron por 
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10 %. La determinacién 
del peso molecular fue en base a la comparacién de estandares de PM que 
se sometieron a electroforesis paralelamente con las muestras. La tincién se 
realiz6 con plata. 
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(sephadex G-50 a 80) (Garret and Penefsky, 1975). Los datos mostraron que del total 

de proteina que se afiadié a los liposomas sélo un 48 % se logré reconstituir en las 

membranas. La cinéticas de transporte de Ca’* de FB y FC que se incorporaron se 

muestran en la Fig. 21. La cinética de la fraccién B mostré un retardo inicial para 

captar calcio. Sin embargo, después de 15 min la captacién del cation comenzé a 

incrementarse obteniéndose una actividad de 279.3 nmol Ca?*/mg a los 45 min. Es 

importante advertir que estos valores se obtuvieron después de restar un control que 

se evalu6 paralelamente con cada ensayo. Este control no contenia sustrato oxidable, 

por lo que no formaba un gradiente electroquimico. El ensayo del transporte de calcio 

en presencia del R.R no logré Ilevarse a cabo. La adicién de 10 0 40 uM del inhibidor 

en la reaccién no permitié separar el *Ca* unido inespecificamente fuera de la 

matriz, a pesar de lavar con 5.ml de Ca** 10 mM a los proteoliposomas retenidos en 

el filtro. Esto aumenté los valores de cuentas por minuto drasticamente y sin relacién 

con los datos de inhibicién que previamente se establecieron en mitocondrias 

completas (Fig. 9). La adicién de una menor concentracién de R.R. sélo inhibiria una 

fraccién del transporte, como se observé para el caso de mitocondrias completas (Fig. 

9). Mediante las mismas condiciones experimentales, la fraccion C que se 

Teconstituy6 fue incapaz de transportar “*Ca** hacia el interior de los proteoliposomas. 

Para corroborar que el transporte de Ca* a través del acarreador coincidié con la 

presencia de un gradiente electroquimico en el sistema reconstituido, se determind la 

formacién del AY en proteoliposomas con y sin la FB incorporada. Para realizar estos 

ensayos se incorporé la FB a una concentracién de 350 pg/ml proteoliposomas, 

considerandose que sdlo el 48 % de la FB que se afiade logra reconstituirse. La 

medicion fue por medio de la evaluacién del apagamiento de la cianina fluorescente 

DiSC; (Hinkie, 1976; Ramirez y col. 1987) que corresponde a Ja formacién de AY. 

Los resultados demostraron que la formacién del A'V es inmediata, depende tanto de 

sustrato oxidable como de oxigeno, y fue sensible al desacoplante CCCP y al 

detergente triton X-100 (Fig. 22-A). Sin embargo, de manera similar a lo que ocurre 

en mitocondrias completas, el transporte de Ca”* a través de la FB reconstituida en los 
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proteoliposomas, no afecté el AY a pesar de presentar en el medio altas 

concentraciones del cation (Fig. 22-B). 
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Fig. 21.- Transporte de Ca** de la FB y la FC que se incorporé en 
proteoliposomas que forman un gradiente de H*. Los valores de la grafica se 
restaron de un control con las mismas condiciones experimentales pero sin 
sustrato oxidable. La determinacién de la captacién de calcio por filtracién asi 
como las condiciones experimentales se encuentran descritas en el apartado 
de Material y Métodos. 
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DISCUSION. 

Transporte de Ca": 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el transporte de Ca’* en 

mitocondrias de plantula de frijol es electroforético y tiene caracteristicas semejantes 

a las mitocondrias de vegetales y algunos microorganismos descritas anteriormente 

(Ferguson y col. 1985; Uribe y col. 1994). Entre ellas se encuentra la dependencia de 

Pi como anion permeante para transportar calcio, sin poder sustituirse por algin otro 

anién como el nitrato o acetato (Fig. 6). No existe aim una explicacién concluyente 

Fespecto a la dependencia del transporte del catién por fosfato. Por ejemplo, Silva y 

col. evaluaron la dependencia del fosfato en el transporte de calcio de mitocondrias 

de maiz (1992). Ellos observaron que la velocidad de captacién de Ca** y de Pi eran 

paralelas y con un cociente Ca’*/Pi de 1.5; ambos transportes eran ademas inhibidos 

de igual forma por 10 4M de mersaly!. Con Jo anterior se propuso un simportador de 

Ca**/Pi sensible a mersalyl semejante al que se postulé afios antes por otros grupos 

(Moyle y Mitchell. 1977; Day y col. 1978). Sin embargo, no es posible descartar que 

el fosfato se transporte independientemente del Ca’* por medio del acarreador Pi/H* 

(Rossi y Lehninger. 1964; LaNoue y Schoolwerth. 1979). Se sabe que el Pi al entrar 

a la matriz no sdlo transforma el ApH en A'Y, el Pi también puede formar un 

complejo insoluble con el calcio e incrementar asi la captacién del catién. Debe 

recordarse ademas que en ausencia de algin ion permeante la tnica manera que tiene 

la mitocondria para compensar la entrada de dos cargas positivas del Ca” es 

mediante el bombeo de protones fuera de la matriz. La capacidad amortiguante de la 

matriz es de aproximadamente 10 a 20 nmol H'funidad de pH x mg proteina 

(Mitchell y Moyle, 1969; Nicholls, 1987). En estas condiciones, Akerman y Nicholls 

(1983; 1987) demostraron que la captacién de 10 a 20 nmol Ca’*/mg proteina en 

66 

 



  

ausencia de algin ion permeante incrementaria el pH de la matriz dos unidades, lo 

que disminuye el AY de 165 +15 mV a sélo 120 mV. Por lo que la ausencia de 

aniénes en el medio limita la captacién de una mayor cantidad de Ca’*. Debido a lo 

anterior, una explicacién alternativa a la dependencia de Pi es considerar la baja 

velocidad de difusién del acético y el nitrico a través de la membrana interna. Es 

posible que Ja velocidad de difusién de tales aniones en mitocondrias de sistemas 

vegetales sea significativamente mas lenta que en los sistemas de mamiferos. Por 

tanto, para tiempos cortos la capacidad para neutralizar las dos cargas del Ca” seria 

muy baja. Esta ultima posibilidad tendiia que explorarse. Nuestros resultados en 

oximetria muestran que en presencia de 5 mM de Mg", un inhibidor competitivo del 

uniportador (Martins y col. 1986), se promueve la sintesis de ATP a partir de ADP, 

Pi y substratos exdgenos (Fig. 4). 

La presencia de 0.6 mM de ADP no mejoré significativamente el transporte de 

Ca’* en la variedad de Phaseolus vulgaris que se estudié (Fig. 6). Este hecho cuyo 

menos se repite en un organismo evolutivamente lejano como lo es Euglena gracilis 

(Uribe y col. 1994). 

El transporte de Ca” es electroforético y es mas lento que el bombeo de H" por la 

cadena respiratoria. Esta conclusién se basa en tres principales observaciones. 1) La 

ausencia de estimulacién de la respiracién por adicién de Ca”* (Fig. 4), contrario a lo 

que se observé en otros sistemas vegetales (Chen y Lehninger, 1973; Martins y col. 

1986). 2) A pesar de obtenerse un AY de magnitud semejante al de mitocondrias de 

otras células vegetales (Akerman y Moore, 1983; Morselli y Pereira-Da-Silva, 1992) 

la adicién de Ca** no indujo una depolarizacién transitoria en las mitocondrias de 

plantula de frijol (Fig. 5) en contraste con otros sistemas (Lotscher y col. 1980; 

Chavez y col. 1991; Uribe y col. 1994). 3) El valor de la Vinxmg'! de captacién de 

Ca™* (38.37 + 3.16 nmol/mg x min) (Fig. 6) es cuarenta veces inferior a lo que se 

Teporté para el caso de mitocondrias de corazon de perro (1,750 nmol/mg x min. 
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MeMillin-Wood y col. 1980), y tres veces menor al que se reporto para mitocondrias 
de maiz (140 nmol/mg x min. Martins y col. 1986). 

~~La cinética del transporte de Phaseolus vulgaris es es de tipo sigmoideo (Fig. 7), 
en razén de que lés-valores de coeficiente de Hill son cercanos a dos (1.75 + 0.38). 
El valor de desviaci6n estar para trpuede explicarse en base al error experimental que 

se presento en la técnica (Fig. 7 y 8) Este tipo de-ginética se encontro también en el 
maiz (Zea mays), donde se encontré un coeficiente de Hill para el transporte de Ca’* 

de 2.2 (Martins y cols, 1986). El hecho de encontrar una cinética similar en una 
planta como lo es Zea mays, apoya los resultados que se obtuvieron en nuestro 

laboratorio 

EI transporte de calcio en mitocondrias de frijol es sensible a R.R (aprox. 92 % 
de inhibicién). La concentracién de R.R (30 4M) que se requirié para inhibir el 
transporte esta en la magnitud que anteriormente se reporté en las mitocondriales de 

otros vegetales (Dieter et al 1980; Chen y Lehninger, 1973). Este resultado sugiere 
que el acarreador de calcio en las mitocondrias de Phaseolus es una glicoproteina, 
como se ha propuesto desde hace veinte afios para las mitocondrias de mamiferos 
(Rossi, y col. 1973). La distinta sensibilidad entre los uniportadores de sistemas 

mitocondriales, vegetal y mamifero, por el R.R. puede explicarse en dos formas que 
no requieren ser mutuamente excluyentes: 

a) La presencia de sitios diferentes al uniportador que unen fuertemente al R.R. Tales 
sitios requieren de ocuparse primero, secuestrandose asi una considerable cantidad 
del inhibidor. Al respecto, Luft (1971) demostré fa existencia de una amplia gama de 

compuestos orgamicos con afinidad para el R.R. Entre ellos se encuentran 
fosfolipidos tales como la cardiolipina, y la fosfatidilcolina (Scarpa y Azzone, 1969), 

b) La existencia de diferencias estructurales entre los acarreadores de Ca’* de 
Phaseolus y de mamifero que provocaran cambios en !a sensibilidad al R.R. En este 

sentido, las diferencias en algunos residuss aminoaciles podrian inducir que el sitio 
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de uni6n del policatién en el uniportador de Phaseolus se encuentre menos expuesto 

que en el de mamiferos. Existe por Jo menos un ejemplo bien descrito donde se 

observé esta conducta de sensibilidad a inhibidores para la misma enzima de 

diferentes especies. Las enzimas triosafosfato isomerasa de los pardsitos 

Tripanosoma cruzi y Leishmania mexicana tienen el 70 % de sus residuos idénticos. 

Sin embargo, la diferencia en sensibilidad por algunos inhibidores no competitivos es 

de aproximadamente tres ordenes de magnitud (Ostoa-Saloma, y col. 1997., 

Maldonado, y col. 1997). 

AISLAMIENTO DEL ACARREADOR DE Ca’: 

Extraccion con solventes orgdnicos: 

El protocolo de purificacién por medio de solventes organicos en PSM de frijol 

muestra que es posible extraer un iondforo liposoluble para calcio sensible a 

temperatura, y parcialmente sensible a R.R. (Fig. 11). La actividad del ionéforo de 

Phaseolus (0.708 nmol Ca”*/mg x h) es notablemente menor al que se reporto para el 

ionéforo de mitocondrias de corazén de res (64.8 nmol Ca’*/mg x h) (Blondin, 1974). 

Sin embargo, las diferencias en el esquema de purificacion descrito por Blondin, tal 

como la preincubacién de las mitocondrias con Tripsina y organomercuriales pueden 

significar el aislamiento de un ionéforo con caracteristicas quimicas notablemente 

distintas a las de Phaseolus. Ademés, la ausencia de experimentos en presencia de 

R.R. no permite evaluar la sensibilidad de tal iondforo al polication. Por otra parte, 

las caracteristicas del iondforo de Phaseolus son similares a las de mitocondrias de 

corazon de carnero que se denomind como “calciforina” (Jeng y Shamoo, 1980; 

Sokolove y Brenza, 1983). En estos reportes la calciforina presentaba una 

considerable actividad (11-62 nmol Ca’*/mg x h) y se inhibié completamente por 

R.R. Las distintas actividades podrian deberse en parte a las diferencias entre las 
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técnicas de transporte que se utilizaron, por ejemplo, el pH entre las fases acuosas 

aceptoras y donadoras. Para el caso de Phaseolus, el pH que se empleé en ambas 

fases del tubo en “U” fue de 7.2. En contraste, los estudios en calciforina se 

realizaron con distintas unidades de pH entre las fases donadora (pH = 8.4) y 

aceptora (pH = 6.0). En estas condiciones se reportaron los valores maximos y se 

advierte la falta de transporte en ausencia de tal gradiente Geng y col. 1978). El 

transporte de Ca”* que llevé a cabo una concentracién de fosfolipidos similar a la que 

copurificé con el iondforo de Phaseolus (0.316 mg FLP/mg proteina) demostré no 

contribuir significativamente al acarreo del catién. No obstante, debe advertirse que 

este control no es completamente estricto debido a que la asolectina tiene en menor 

proporcion algunos FLP presentes en mitocondrias. Tal es el caso de la cardiolipina 

(CLP), la cual se encuentra en un 172 % del total de fosfolipidos mitocondriales 

(Fleischer y col. 1967). Se ha demostrado que la CLP a concentraciones por arriba de 

400 uM presenta gran capacidad para transportar Ca”* a través de una fase organica 

(cloroformo-metanol) (Tyson y col. 1976). Sin embargo, la presencia de otros 

fosfolipidos como lecitina y proteinas tales como citocromo c, en la misma mezcla, 

reducen la efectividad ionoforética de la CLP a tan sdlo un 45 %. Mas aun, el cdlculo 

de la concentracion de este lipido que copurifica con el iondforo de Phaseolus, 

considerandose 1a abundancia que reporté Fleischer (1967) y un PM de 1,100, se 

calculé un valor de 987 nM de CLP contaminante. El valor que se estima en esta 

forma es muy inferior al que observé el grupo de Tyson (1976) como importante para 

transportar calcio. 

El rapido decaimiento de la actividad del iondforo de Phaseolus cuyo se 

incorporé en un sistema artificial de membranas puede reflejar la sensibilidad de este 

acarreador a un ambiente distinto al natural (Fig. 12.B). Cabe destacar que los 

métodos de extraccién con solventes orgénicos tienden a desnaturalizar proteinas. Un 

punto que suele enfatizarse cuando se extraen proteinas con solventes organicos es 
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trabajar estrictamente a temperatura constante (Murray, 1990). Para aislar al iondforo 

mitocondrial de frijot la temperatura se mantuvo constante a 4°C. Sin embargo, en el 

proceso de evaporacién del solvente € incorporacién a liposomas fue necesario 

exponer a la proteina a diferentes temperaturas, lo que pudo afectar ia estabilidad del 

acarreador. Este hecho podria concordar con la hipétesis de que dicho ionéforo es de 

caracter proteico, y de que in vivo es el que se encarga de transportar Ca’* en 

Phaseolus, , pudiendo ademas inhibirse por R.R. 

Aislamiento por precipitacion e Inmunoafinidad: 

La inhibicién del transporte de Ca’* en Phaseolus por IgGrisn policlonales (Fig. 

13), sin la alteracién de otras funciones mitocondriales, puede interpretarse en dos 

formas: i) La especificidad de los IgGriaén es tan alta que solamente reconocen al 

acarreador de Ca** cuyo epitope se encuentra ademas en alguna region que afecta su 

actividad y ii) Los IgG,iso, reconocen al acarreador pero también reconocen otras 

proteinas cuyos epitopes no involucran sitios que afecten sus actividades. La 

presencia de por lo menos cinco proteinas con PM que van desde 35 kDa hasta los 

200 kDa en la fraccién retenida por la columna de inmunoafinidad (Fig. 15), podria 

apoyar la segunda hipotesis. Debido al rendimiento que se obtiene por medio de la 

técnica inmunoquimica (44 yg FR/g proteina mitocondrial) solo se determiné la 

actividad en un valor de tiempo (150 nmol Ca?*/15 min x mg) y no fue posible 

determinar su sensibilidad a R.R. 

La produccién de IgY contra la FR ([gYrr) no logré completarse en virtud de que 

el exceso de adyuvante que se administro al ave (1 ml/inyeccién) inhibié su ovulacién 

durante 45 dias. Esto provoc6é que la respuesta inmunoldgica contra la FR decayera. 

Lo anterior se reflejé tanto en 1a curva de titulacion por el método de ELISA, como en 

el transporte de Ca** de mitoplastos (Fig. 16). 
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Aislamiento por isoelectroenfoque e.Inmunoafinidad: 

La disminucién del rendimiento por la agregacién de proteinas se resolvio al 

emplear la técnica de isoelectroenfoque preparativo, en vez de la precipitacién con 

(NH3),S0, (Fig. 17). Lo anterior se reflejé en tres puntos: 1) las concentraciones 

homogéneas que se obtuvieron de cada fraccién de pH (Fig. 18); 2) la disminucién de 

la agregaci6n en todas las fracciones que se obtuvieron, y 3) el mayor rendimiento de 

una fraccién rica en actividad (FB = 1.164 mg totales). Una de las razones por las 

cuales se decidié juntar varias fracciones, en vez de trabajar individualmente con 

ellas, fue el mimero de veces que se requeriria utilizar una misma columna de 

inmunoafinidad. Estas columnas presentan una vida media de sdlo 10 pasos de 

elucién, por lo que fue necesario reducir y optimizar el numero de eluciénes. Por otra 

parte, a excepcién de la muestra “A”, las regiones que se reconocieron mediante la 

técnica de ELISA coincidieron en retener una fraccién dentro de la columna (Fig. 19). 

Sin embargo, el porcentaje de retencién no se relacioné con la actividad presente en 

las fracciones. Esto nuevamente puede explicarse si se considera que los IgGrinén 10 

solamente reconocieron a una sola proteina que transporta calcio; los anticuerpos 

también fueron capaces de reconocer otras proteinas mitocondriales de Phaseolus. 

Este razonamiento es consistente con el método que se empled para la formacién de 

los IgGraen (Zazueta y col. 1994) cuyo inoculo fue un extracto mitocondrial rico en 

actividad de transporte. 

La actividad del transporte de calcio solamente se encontré en la fraccién B, es 

decir, aquella que al someterse a isoelectroenfoque migré hacia un intervalo de pH de 

entre 5.0 a 7.5 (Fig. 23). Esto significa que el punto isoeléctrico del acarreador se 

encuentra en este intervalo de pH. Tal punto isoeléctrico coincide con el que observ 

Zazueta para el uniportador de Ca™* en mitocondrias de rifion (comunicacion 

personal). Debido a que sélo se determindé un valor para la FR, no es posible 

comparar las fracciones FR y FB, Sin embargo, resulta interesante encontrar una 
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diferencia considerable de la captacién en un mismo tiempo. Mientras la FR 

transporté 150 nmol de Ca’* a los 15 min, la FB comienza a transportar éste cation 

. después de dicho tiempo, captandose posteriormente 279 nmol en 45 min. 

La cinética del acarreador que se aislé por el método de isoelectroenfoque e 

inmunoafinidad presenté un retardo en el transporte de 10 a 15 min (Fig. 24). Esto 

puede explicarse si se considera la presencia de una competencia por Ca” entre el 

fosfato y el acarreador (Fig. 23). El producto de solubilidad (Kps) del fosfato de calcio 

(CaHPO,) que se reporta en condiciones de pH = 7.1 y con una temperatura de 38°C 

es 3.4 x 10° (Linke, 1958). 

De acuerdo con el principio del producto de solubilidad (Ayres, 1978), si el 

producto idnico (P.I) de los reactantes es mayor que el K,, del compuesto que se 

forma por su unién, este compuesto precipitara. El P.I se obtiene de la siguiente 

forma: P.I. = {Ca*] x [HPO,”']. Sustituyéndose las concentraciones de Ca’* y Pi que 

se utilizan para los experimentos de las fig. 21 y 22, en la ecuacién obtenemos un P.I 

= [5 x 107][0.05] = 2.5 x 10 *. Este valor es sélo un orden de magnitud mayor que 

Kgs y significa que la solucién esta en saturacién y se comienza a precipitar. Ello 

afecta la concentracién de Ca** libre ({Ca”"}ie) presente en el medio, de acuerdo con 

la ecuacin: [Ca itre = K,,/[HPO."] lo cual predice que de 500 pM de calcio que se. 

afiadié solo hay libre 68 »M. Lo anterior significa que en los primeros minutos la 

{Ca?*Jiire se encuentra por debajo de la Kos (128 uM) disminuyéndose 

considerablemente el transporte. Sin embargo, a medida que el calcio se capta en los 

liposomas, el P.I disminuye a valores semejantes a K,;. Por lo que, de acuerdo con la 

ley de accién de masas la velocidad de solubilizacion del fosfato de calcio (v.;) 

aumentaria. Asi, se incrementa la [Ca”"]jixe y por tanto, la velocidad del transporte del 

cation hacia el interior del liposoma también se acelera (v.2) (Fig. 23). 
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Fig. 23.- Esquema del transporte de Ca”* en proteoliposomas que forman un gradiente de 

protones. 

El efecto de retardo no puede explicarse en términos de velocidad de formacién de 

A‘¥ en liposomas, pues la formacién de tal potencial es inmediato (Fig. 22). 

La adicion de Ca™* no disminuyé considerablemente el AY, ya que las 

concentraciones de Pi que se utilizaron (50 mM) permiten amortiguar la diferencia de 

cargas, atin en la presencia de altas concentraciones del cation. Este resultado puede 

explicarse también cinéticamente. Al igual que en mitocondrias (Fig. 5), donde se 

utilizaron bajas concentraciones de Pi (5 mM), el transporte de Ca’* no despolariza a 

la membrana mitocondrial. Tal evento se explicé al considerarse que el transporte de 

Ca** es mas lento que el bombeo de H’. Este hecho se mostré consistente en el 

modelo de liposomas y por tanto, es un reflejo de lo que se observa en mitocondria 

intacta, 

La comparacioén mediante electroforésis de las fracciones que se aislaron por Jos 

tres distintos métodos (FO, FR y FB) mostraron dos regiones con proteinas de similar 

peso molecular (Fig. 12, 15 y 22). La primera region relaciona a proteinas con un PM 

promedio de 50 kDa, la segunda regidn relaciona proteinas con PM promedio de 33 

kDa. De manera interesante, la densitometria para la proteina de bajo PM se relaciona 

directamente con la actividad de captacion presente. Esto sugiere fuertemente que la 

proteina responsable en el transporte de Ca”* en las mitocondrias de plantula de frijol 
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es aproximadamente de 30 kDa. Sin embargo, no se puede descartar completamente 

la posibilidad de que el PM del acarreador sea de 50 kDa. Por otra parte, la fraccién 

que no presenté actividad (FC) contiene sdlo una proteina con un PM de 25.1 kDa sin 

presentar alguna proteina con un PM de 33 kDa o 50 kDa (Fig. 22). En reportes 

donde se aislaron acarreadores de Ca’* mitocondriales, la asignacién del PM fluctua 

€n un intervalo entre 30 a 67 kDa (Gémez-Puyou y col. 1972; Sottocasa y col. 1972; 

Mironova y col. 1982; Zazueta y col. 1994). Existe ademas un considerable numero 

de reportes de acarreadores cationicos y anidénicos de mitocondria cuyos PM varian 

entre 30 y 82 kDa. Ejemplo de ellos son cl K*/H* con un PM = 82 kDa (Martin y col. 

1984), el de omitina/H* con PM = 33.5 kDa (LaNoue y Schoolwerh, 1979) y la 

superfamilia de transportadores mitocondriales (de ATP/ADP, de Pi/H* > de 

oxoglutarato/malato, proteina desacoplante) cuyos miembros presentan PM entre los 

28 y los 32 kDa (Waker y Runswick, 1993). , , 

En este trabajo se ensayaron algunos protocolos de purificacién con la finalidad de 

aislar y caracterizar separadamente al acarreador de Ca”* mitocondrial de Phaseolus 

vulgaris. Sin embargo, debe advetirse que no obstante estos estudios dan 

antecedentes sobre las estrategias de purificacién del acarreador de mitocondria de 

planta, solamente se alcanz6 una purificacién parcial de una proteina cuyos datos 

experimentales apoyan la idea de ser una enzima de membrana que transporta 

electroforéticamente al Ca?*. En tetrospectiva, nuestra propuesta para aumentar la 

purificacion de dicha proteina membranal es la utilizacién inicial de un 

fraccionamiento por isoelectroenfoque preparativo con un intervalo de pH de 3a 10. 

Las muestras que se separen de pH 5.0 a 7.5 se podrian juntar para eluirlas en una 

columna de inmunoafinidad con IgG,iasn- Un paso que podria convenir después de la 

cromatografia seria un segundo isolectroenfoque con un intervalo estrecho de pH de 

entre 5.0 a 8.0. Esto ultimo permitiria una mayor resolucién en la separacion de las 

muestras y posiblemente se separarian las bandas de entre 50 y 30 kDa. El siguiente 
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paso consistiria en determinar las actividades en cada fraccién bajo el método de 

incorporaci6n de proteinas y el transporte de Ca** en proteoliposomas. 

Los avances de este trabajo para aislar al uniportador muestran que no fue posible 

ybtener un mayor grado de purificacién que el que se consiguid con otros métodos 

que se utilizaron en mamiferos. Existe, sin embargo, un grupo que ha conseguido una 

mayor purificacién del uniportador (Zazueta, y col. 1994). Recientemente este grupo 

purificé derivados del R.R. que presentan una Kj para el transportador de Ca’* de 

hasta 7 nM (Zazueta y Chavez, comunicacién personal). La posibilidad de tener un 

compuesto altamente selectivo para el acarreador permite utilizar dicho reactivo 

como herramienta de purificacién en cromatografia de afinidad. 

Finalmente, el aislamiento del acarreador de calcio en Phaseolus ofrece un claro 

ejemplo en estrategias de separacién de protcinas membranales que se agregan 

esponténeamente cuyo su concentracién es alta. Ademas, se debe subrayar la 

importancia del isoelectroenfoque preparativo como alternativa para eliminar 

precipitaciones. Por tanto, proponemos que dicha técnica puede utilizarse 

exitosamente para aislar y purificar enzima que presenten alto grado de agregacion, 

pero que puedan permanecer a baja fuerza iénica por un corto periodo sin 

desnaturalizarse. 
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CONCLUSIONES. 

1.- El transporte de Ca”* mitocondrial de germen de frijol es electroforético, 

depende de Pi como anién permeante y no requiere de ADP para 

aumentar la captacién. , 

2.- El transporte de Ca?* es mas lento que el bombeo de H* por la cadena de 

transporte de electrones. Este mismo patrén se repite en un sistema 

reconstituido de proteoliposomas que forman gradiente de H’. 

3.- La cinética del transporte de Phaseolus vulgaris es de tipo sigmoideo, con 

un coeficiente de Hill de 1.75 + 0.381. La Kos fue de 115.55 + 17.51 pM 

y la Vinxmg' es de 38.37 + 3.16 nmol Ca™ min‘'mg". Este ultimo dato es 

cuarenta veces inferior a lo que se reporta en mamiferos. 

4.- El transporte de calcio es sensible al inhibidor rojo de rutenio. 

5.- El acarreador puede aislarse bajo tres diferentes métodos, sin embargo, el 

método con mayor rendimiento consistié en un protocolo que combiné 

isoelectroenfoque preparativo e inmunoquimica. Este método permite 

obtener una fraccién con seis proteinas y una cantidad total de 1 mg. La 

actividad maxima que se obtuvo de dicha fraccién fue de 279.3 nmol Ca”* 

mg! 45 min’. 

6.- E} andlisis densitométrico de las fracciones que se obtuvieron por los tres 

protocolos de aislamiento involucran la actividad de transporte a una 

proteina con un PM de 30 kDaltones y con un pI de entre 5.5 a 7.0. Este 

ultimo dato coincide con lo que observé el grupo de Zazueta para el caso 

del acarreador de calcio mitocondrial de rifion de rata. 
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PERSPECTIVAS. 

Los resultados que se obtuvieron permiten establecer un protocolo de 

purificacién para el acarreador de Ca”* mitocondrial de Phaseolus vulgaris. 

Este protocolo es susceptible de perfeccionarse con el fin de disminuir el 

numero de contaminantes. Debido a la alta concentracién de proteina que se 

obtiene por medio de la técnica de isoelectroenfoque preparativo, resulta 

atractivo ensayar la formacién de IgY contra la fraccion rica en actividad. Por 

otro lado, el obtener una fraccién semipura perimitira el analisis molecular 

para tener informacién sobre la secuencia y composicién de los residuos 

aminoaciles, el perfil de hidropatia y la prediccién de la posible estructura 

secundaria. Asi también, se permitira conocer !a presencia de componentes 

no amimoacidicos unidos a la proteina como son aziicares y conocer 

secuencias consenso como los de sitios de union a calcio. 

En el futuro es posible conocer los mecanismos genéticos que se involucran 

en la sintesis del acarreador y evaluar con mayor exactitud las caracteristicas 

cinéticas y la relevancia fisiolégica que tiene esta enzima en el metabolismo 

celular. 
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