UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
TZTAPALAPA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA SALUD - DCBS

/ANALISIS CINETICO DEL PAPEL QUE EL s-HIDROXI-
BUTIRATO, EL FOSFATO Y LA NIGERICINA TIENEN
EN EL RECAMBIO DE CALCIO MITOCONDRIAL .

074824

TESIS QUE PRESENTA:

LIGIA GUADALUPETORD CALZADA}

PARA OBTENER EL TITULC DE:

MAESTRO
EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

AREA DE CONCENTRACION:
BINOUIMICA

MEXICO D.F.
1980



074824

ESTA TESIS FUE REALIZADA EN LOS LABORATORIOS DE

BIOQUIMICA Y BIOFISICA DEL DEPARTAMENTO DE CIENCIAS

DE LA SALUD, UAM-1, BAJO LA DIRECCION DE;

DR, SERGIO ESTRADA-N,
DPTO. C. SALUD, UAM-I

DR. ARMAMDO GOMEZ PUYRU
DPTO. BIOQUIMICA, CINVESTAV

DR. ANTONIO PENA
CENTRO INV. FISIOL. CELK, UNAM

M., en C. MIREYA TORN-C,
DPTO, C. SALUD, UAM-I

THTNR

ASESOR

ASESOR



INDICE

INTRODUCCTION cvvvvviiiii i

I, LA MEMBRANA i

IT., TRANSPORTE DE IONES EN LA MEMBRANA INTERNA MITOCON

DRIAL v i e

I11. TRANSPORTE DE CA®* MITOCONDRIAL +vvuu....

A. PRIMERAS EVIDENCIAS

B. PROPIEDADES DEL SISTEMA DE TRANSPORTE

C. MECANISMO MOLECULAR

1. Transporte Electroforético

a. Estequdlometrnia de carnga +2. Undport

b. Estequiometrnia de carga +1

‘ . 2 =
i.  Simport 2C_a'+/HPO4

L2 DN BN BN B I BN BN BN

. . 2+ . - -
ii. Simport Ca” /monocarboxilato |,

s . 24,0+
iii. Antiport Ca~ /H

2. Transporte Electroneutro

i . 2+ -
a. Simpont Ca® /ZA
2+

+

b. Antiport Ca™ /ZH

2+ . -
3. Transporte de Ca y Pi. Vias separadas

PAG,

1

[y
+

~)
£



MATERITALES ...... e
I, REACTIVOS QUIMICOS v'i'vviviiiiiiiiiiiiiiinnssi e,
[T, APARATOS v ivii i i iani e ianens
METODOS .ivvvvviin, e e e |
I, AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS....itvvvvivnnnnevannnnnss
IT. DEPLECION DE Pr ENDOGENO...vvvvvvviviviinninnsiinnnis
T11. DETERMINACION DE PROTEINA tivvivivvinivinnivnninia,
IV. DETERMINACION DE ESPECTROS DIFERENCIALES ............
V.

VI,

4. Reciclaje de'CaL2+ ,,,,,, ,
a..Reguzacién del EfLujo

b. Mecanismos de Translocacibn

c. Varnios Acanreadores o un Canal Asimétaico,,,

DETERMINACION DE LA CINETICA DE PEQUEROS CAMBIOS DE
ABSORBENCIA " |

A. SELECCION DEL INDICADOR

B. SELECCION DE LAS LONGITUDES DE ONDA ADECUADAS
24+

1. Muréxido vs Muréxido + Ca

P o 2+
2. Muréxido vs Muréxido + Mg

30

30

30

31



VII,

VIII,
RES
Il
11,
I11.
IV,

VI,

DIS

I,

CONDICIONES QE SE WANTUVIERON CONSTANTES EN TODOS

LOS EXPERIMENTOS t vttt vennenrnsnnonnessrtnsasenanans 47
CALCULOS v vvvv v v sninnnsnnensnssranennnnosnn Cererninse 47
ULTADOS vivvvivninenns P, . 49
LA CINETICA DEL PROCESO ...... e - 49
LA ESPECIFICIDAD DEL SUSTRATO 4ivvevnvavnninrosannnnos 52
LA ESPECIFICIDAD ANIONICA ..ivvvvvnnvevnnennnanenonnnss 58
EFECTO DE LA N-ETILMALEIMIDA ....... et eeea s 61
EFECTO DEL 8- HIDROXIBUTIRATO COMO ANION ...vvvuvunvn vy 63
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NIGERICINA ...vvvvvienns 67
CUSTON «vvviviverens e e 70

EL CALCIO RECICLA A TRAVES DE LA MEMBRANA. EL a¥ REGU-
LA SU INFLUJO Y EL 2pH EL EFLUJO ....... TR RTTRTTRTY 70
LA 8-HIDROXIBUTIRATO DESHIDROGENASA ESTA INTIMAMENTE
RELACIONADA CON EL EFLUJO DE Ca®" GENERADO POR LA OXI-
DACION DEL ®-HIDROXIBUTIRATO EN PRESENCIA EXCLUSIVA DE

S 110 71 1 72

I11.

Iv.

LA OXIDACION DEL 8-HIDROXIBUTIRATO ES LA QUE FAVURECE
LA SALIDA DE Ca”" DE LA MITOCONDRIA AL CITOSOL ....... 73

EN EL PROCESO DE RECAMBIO DE CALCIO, LAS FASES DE IN-
FLUJO Y EFLUJO ESTAN REGULADAS DE DISTINTA MANERA ... 74

DIAGRAYA  PROPUESTO PARA EXPLICAR EL CONTROL DEL RECAMBIOQ



VI,

VII,

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

DE CALCIO EN LA MEMBRANA MITOCONDRIAL .vvvvvvvivnvnnns 76
A. FASE DE INFLUJO |, vttt esnonsenrstnasnsssnnosssannes 78
B. FASE DE EFLUJO, ., v vr s ntnvenrostntontsrensnennsaes 78

PAPEL DEL ANTIPORT C*/H" EN EL TRANSPORTE DE CALCIO... 79
FUNCION BIOLOGICA DEL RECAMBIO DE Ca** A NIVEL CELULAR so



INTRODUCCTION

La eluéidacién del mecanismo por el cual el 16n calcio
pudiera reciclar a través de la membrana mitocondrial, es de
primordial importancia para comprender el papel regulatorio que
ejerce este catidén divalente sobre procesos bioldgicos fundamen
tales. Hasta la fecha, se han sugerido varios modelos mecanistil
cos para explicar este fendmeno, siendo éstos tema de debate. En
tre las observaciones publicadas al respecto, se ha sefialado u-
na asociacidén compulsiva existente entre los procesos de acunu-

lacidn de Ca2+

y fosfato en mitocondrias con B-hidroxibutirato,
puesta en evidencia por el iondéforo para K+, nigericina (1).

Las mencionadas observaciones hasta la fecha no han podido ser
explicadas, en cuanto al mecanismo subyacente que las determina.
Con base en dichos resultados y con el fin de encontrarles una
explicacién a lo que posiblemente pudiese constituirse en un pr>
ceso regulatorio primario del transporte de calcio, se proyectd
el presente trabajo.

A través de un estudio cinético apropiado, la presente
tesis trata de establecer condiciones adecuadas para el andlisis
de la participacidén de los componentes del potencial protdn-
motriz, sobre el proceso de reciclaje de calcio en la membrana
mitocondrial. Por otra parte, se intenta determinar la especifi-
cidad del proceso, con respecto a la coparticipacién de sustratos
oxidables y aniones en el mismo, lo que podria dar un idicio <e

la existencia de alghn sistema estructural de transporte especi::



co de calcio o bien de la asociacién de varios sistemas en para-
lelo. Asimismo, la bisqueda de un control bioquimico especifico
del reciclaje de calcio plantea la alternativa de establecer 1la
naturaleza del proceso. Del mismo modo, el analizar éxperimental—
mente la accidén del B-hidroxibutirato como sustrato o como anién,
podria ayudar a establecer si durante el proceso se requiere de
la oxidacidn del acido carbexilico y si estd involucrada con es-
pecificidad la deshidrogenasa membranal correspondiente, en el\
control del transporte del catidn divalente.

Finalmente y, dado que un iondforo de selectividad pri-
maria para K" y H+, es el responsable de generar cambios directos
en la translocacidn membranal de Ca2+ (1), se intenta establecer
la posible relacidn existente entre el transporte de iones diva-
lentes con el de monovalentes y protones en la mitocondria.

A continuacidn se presenta un restmen de la informacidn

existente, conducente a resolver el problema planteado.

I. LA _MEMBRANA.

La membrana bioldgica requiere para su estructura y fun-
cidn de mdltiples interacciones del tipo proteina-lipido (2). Los
conceptos de organizacidén de ella se han venido modificando desde
que Davson y Danielli (3) propusieron el primer modelo en el aue
se postulaba que la membrana consistia de una monocapa de polipép-
tido que cubria ambos lados de una bicapa lipidica, Fig.. 1 A. Mis

tarde, Benson (4) sugirid que las cadenas polipeptidicas y las mo-



FIG. 1 MODELGOCS DE MEMBRANA.

A. Modelo de Davson y Dandiefld.
B. Modeto de Benson.

C. Modefo de Singen y Nicolson.
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léculas de lipidos se hallaban intercaladas y organizadas en
subunidades estructurales repetitivas, Fig. ! B. Este modelo
condujo a una discusidn considerable (5) acerca de las inte-
racciones lipideo-proteina particularmente en términos de e-
fectos alostéricos y cooperativos. Ademis, también resultd incon
gruente con toda la evidencia experimental que muestra que el
grueso del lipido membranal estid organizado en una bicapa (6,7).

Actualmente, se considera a la membrana bioldgica es-
tructurada en forma de un mosaico fluido, modelo postulado por
Singer (8,9), en el que las proteinas globulares se encuentran
intercaladas en la bicapa lipidica en forma de islas, icebergs
o estructuras méviles Fig. 1 C., Este modelo ha sido apoyado ex-
perimentalmente en estudios en los que se demuestra la existen
cia de interacciones lipido—pfoteina de tipo cooperativo, ya
sean especificas (10), que son fundamentales para la funcidn
tipica de la proteina, la cual depende de las caracteristicas
fisicoquimicas de su medio ambiente lipidico (11), o bien no
especificas (12). También se ha demostrado la distribucidén asi
métrica de los lipidos, mediante el uso de fosfolipasas, reac-
tivos quimicos especificos y microscopia electrdnica de crio-
fractura (13,14).

Por otra parte, investigaciones llevadas a cabo en mem-
branas artificiales formadas exclusivamente de 1lipidos (15), de-
mostraron que la impermeabilidad a iones de la membrana estaba
determinada por la existencia de la bicapa lipidica, sin embargo,

se sabia que en la membrana celular el flujo de iones ocurria con



una velocidad de varios 6rdenes de magnitud mayor que la predi-
cha (16); este hecho quedd aclarado cuando al incorporar protei-
nas translocadoras de iones a membranas modelo, se onervé que
efectivamente existia un flujo a través de é&stas (17).

Una de las membranas bioldgicas mis complejas es la mem-
brana interna mitocondrial, ya que contiené a gran nimero de en-
zimas y sistemas de transporte. La mitocondria presenta dos mem-
branas: la membrana interna que forma invaginaciones en la matriz
para formar las crestas (18,19), que es la barrera de permeabili-
dad y 1la membrana externa que parece actuar como barrera fisica
a solutos relativamente grandes (20). Los dos sistemas membrana-
les difieren significativamente en su composicidén quimica vy pro-
piedades fisicas: 1a membrana externa contiene 50% de proteina y
50% de 1lipido, mientras que la interna tiene un 80% de proteina
y sdlo un 20% de 1lipido (20), siendo esta Gltima el sitio donde
se encuentran los sistemas de transporte de electrones y trans-
duccidén energética (21). La membrana interna es asimétrica qui-
mica y funcionalmente (22,23), teniendo ademds una organizacidn
vectorial especifica (24), es intrinsecamente impermeable a H

’

"OH, C1°, a algunos aniones y cationes (25-27), pero posee una

permeabilidad altamente selectiva para iones y metabolitos gr

)

cias a la presencia de sistemas de transporte especificos (28).

I, TRANSPORTE DE IONES EN LA MEMBRANA INTERNA MITOCGNDRIAL.

Los sistemas de transporte membranales de la mitocondria

estdn funcionalmente integrados en su actividad y en su mayoria



presentan relaciones estequiométricas. Muchos de ellos ya han si-
do definidos (21,28,29), y aunque el desarrollo de principios me-
canisticos no se ha concluido se ha constatado que estos obedecen
‘

a los postulados basicos de la hipdtesis quimiosmética.de la fos-
forilacidén oxidativa (30,31). Los principios generales de esta hi-
pdtesis, se pueden resumir en cuatro postulados:
1. La ATPsintetasa es una ATPasa reversible, localizada en mem-
brana, que posee una estequiometria»nH+/P caracteristica y cuyo
funcionamiento es protén-motriz.
2. La cadena respiratoria es un sistema protdén-motriz quimiosmb-
tico localizado en membrana, con una estequiometria»nﬂ#/Ze- espe
cifica. La polaridad debida a la translocacién de protones al ex
terior de la membrana, es igual para la actividad redox normal
de la cadena respiratoria que para la ATPasa cuando hidroliza ATD,
es decir, positiva en el exterior y negativa en el interior.
3. ExiSten sistemas de translocacién de solutos asociados a H'
que permiten una estabilizacibén osmdtica y el transporte de meta-
bolitos.
4. Ambos sistemas se encuentran embebidos en una membrana topeld-
gicamente cerrada y aislante, llamada membrana acoplante, la cual
posee una fase no acuosa que sirve de barrera osmética, de baia
permeabilidad a solutos,en particular a H* y a OH.

De acuerdo a esta hipbtesis, cualquier reaccidn oxidore-
ductora protén-motriz generard una diferencia de potencial préti-
co Ap a través de la membrana, el cual estd dado por la suma de

la diferencia del potencial eléctrico generado A¥ y la diferencia



del potencial termodindmico -ZApH, donde Z es el factor conven-
cional 2.303 RT/F y apH es 1a diferencia de pH, es decir:
Ap = AvY - ZApH ‘¢

donde: Z=60 mV a 25°C cuando los potenciales estdn dados en mV
y Ap alcanza un valor entre 180-220 mV (32,33). La energia de es-
te gradiente puede ser usada para la sintesis de ATP 6 bien para
la translocacidn de solutos, por lo que los sistemas de transpor-
te de la membrana mitocondrial estan acoplados energéticamente al
gradiente de protones generado por el transporte de électrones.

Los sistemas de translocacidén de solutos se pueden agru-
par en tres grandes géneros de acuerdo al tipo de translocacidn

que efectdan:

aj Cuando la conduccidén del soluto a través de la membrana no es-

Y

td acoplada al traslado de otro, se les denomina uniporters.

b) Cuando el desplazamiento de dos especies ocurre en la misma di
reccidén y simultidneamente por el mismo acarreador, se les conoce
como simporters.

c) Cuando esta transposicidén sucede mediante un mecanismo antipa-
ralelo con otro soluto, se les ha llamado antiporters ( 34).

Estos porters han sido identificados con mediciones direc-
tas de velocidades de transpofte, como lo son por ejemplo: el hin-
chamiento mitocondrial (28,35) o por inhibicién especifica del
acarreador (36,37). Ademds se ha estudiado el acoplamiento del
transporte con el A p mitocondrial para 1o que ha sido de gran
utilidad el uso de ionéforos, los cuales presentan como ventaja

el hecho de que con ellos se pueden medir de manera separada tan-



to el potencial eléctrico como los gradientes de pH (38). Estas
moléculas forman complejo§ lipofilicos con cationes, permitiendo
su paso a trafés de 1a membrana; entre ellos se encuentra la ni-
gericina, iondforo carboxilico que a bajas concentraciones y a
pH=7 es capaz de intercambiar k" por H+, y colapsar el ApH al
provocar el eflujo de K" e influjo de H' cuando la concentracién
de K' externa es baja (39). Otras moléculas que pueden ser consi-
deradas como iondforos de protones, son los desacoplantes como el
dinitrofenol y el carbonilcianuro de p-trifluorometoxifenilhidra-
zona (FCCP), los cuales colapsan tanto al componente eléctrico co-
mo al componente quimico del A Pp - (40). Por lo tanto, el uso de
este tipo de moléculas ha llevado a establecer dos variedades en
el transporte, en cuanto a su acoplamiento con el A p mitocon-
drial:
i. Transporte Electroneutro:
i) Cotransporte de anidn con H+, por ejemplo: el transporte de
HPOZ/ZH+ o bien, el simporter HZPOQ/H+.
ii) Antiport Catién/H+, por ejemplo el antiport Nat/u’.
Este tipo de transporte responde a cambios de pH y no de potencial
eléctrico (41).
2. Transporte Electroforético, Este tipo de transporte responde a
cambios en el AY¥, ya que existe una translocacién de carga neta,
por eiemplo, el realizado por el uniporter de Ca2+ cuya estequilo-
metria de carga translocada es de +2 (42,43), o bien, el que rea-
lizarian los simporters propucstos por Mitchell (44.45) ya sea el
2

2+

de B-hidroxibutirato‘/Caz+ o el de_HPOj/ZCa , los cuales poseen

-



una estequiometria de translocacidén de carga de +1.

I11. TRANSPORTE DE Ca’* MITOCONDRIAL. '

A. PRIMERAS EVIDENCIAS.

i

Entre los primeros reportes acerca del comportamiento
del idn Ca2+ en mitocondria, se encuentran: el de Lehninger (46)
en el que observa que cuando adiciona Ca2+ a mitocondrias, se
produce un desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa. Asi-
mismo, el de Siekevitz y Potter (47) en el que describen un au-
mento en la respiracidn de mitocondrias aisladas en ausencia de
adeninnucledtidos. Posteriormente se empezaron a definir algunas
caracteristicas del proceso en relacidn cen el mecanismo de transduc-
cidn de energia, aunque é&sto se hizo en condiciones experimenta-
les no fisioldgicas, ya que se usaban grandes cantidades de Ca2+
(1-5 mM) en el medio de suspensidn, provocando una "acumulacidn
masiva' del catidn, cambios morfolégicos de la mitocondria y da-
fio irreversible en los mecanismos de control respiratoric y fos-
forilacidn oxidativa (48-52). Entre los puntos que se establecie
ron fueron:
a) La acumulacidn de calcio requiere del transpcrte de electro-

nes debido a cualquier sustrato; b) el fenémeno requiere de 1la

presencia de ATP o ADP, Mg2+ y Pi; c) cuando hay entrada de cal-



cio a la mitocondria, no hay fosforilacidn oxidativa; d) la en-
trada del catidn es inhibida por agentes desacoplantes; e) 1a
oligomicina no inhibe al proceso; y f) algunas sales neutras
(NaCl1 , KC1, LiCl) promueven la acumulacidén del cagién divalen-
te (49,53).

Sin embargo, se demostrd que la acumulacién de Ca2+ y

Pi podia ocurrir en ausencia de transporte de electrones y ser sus

4
N

tentada por 1la hidrélisis de ATP (54), lo que se esperaria de
un proceso de transporte quimiosmético. Ademds, se advirtid que
la adicidn de calcio a la mitocondria estimulaba la hidrdlisis
de ATP (54), asi como la respiracién; y que la acumulacidn del
divalente promovida por la hidr6lisis de ATP era inhibida pcr
oligomicina (54,55).

Mas tarde, se empezd a trabajar en condiciones de "acu-
mulacidén limitada', es decir la concentracidén de calcio en el
medio de suspensidén se redujo considerablemente (<100 nmoles
Ca2+/mg proteina), previniéndose asi la pérdida del control res-
piratorio o bien la capacidad de fosforilar ADP después de que
se ha acumulado calcio en la mitocondria (51). En estas condi-
ciones se repard en el hecho, de que pequefias adiciones de cal-
cio a mitocondrias suspendidas en un medio que consistia en un
buffer a pH 7.4, 80 mM de NaCl o KCl y un sustrato respiratoric,
provocaron un aumento en el consumo de O2 mayor que el producido

por ADP, que después este consumo de oxigeno se frena y que préc

m

S

ct
)

ticamente todo el calcio afiadido desaparece del medio (56).

-
. . . + . .
capacidad de la mitocondria para acumular Ca®  en ausencia de Pi,
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ADP o) Mg2+, se limita a aproximadamente 100 nmoles/mg proteina
(57), siendo 1a relacidén de calcio acumulado por par de e por
sitio de acoplamiento +Ca2+/2e_ = 2 para distintos sustratos
oxidables (56). Sin embargo, en la presencia de concentracio-
nes =2.0 mM de Pi, se encontrd menos del 10% del Caz+ acumula-
do normalmente, efecto que se previene en presencia de ATP y
Mg2+ al no permitir estas moléculas la salida del Ca2+ y Pi pre-
viamente acumulados. Bajo estas circunstancias, se puede encon-
trar una gran entrada de calcio >2500 nmoles CaZ+/mg proteina mi
tocondrial (56). También se vidé que al adicionar pequefias canti-
dades de calcio a mitocondrias de higado de rata, en presencia ds
0.5 mM de ATP, se estimulaba la hidrélisis de este compuesio se-
guida de una répresién de dicho fendmeno, durante el cual hubo
una acumulacidén de Ca2+ y Pi (58).

Asimismo, se demostrd (59) que cuando se estimula el con-
sumo de O2 al agregar calcio a un medio que contiene mitocondrias
Y que el primero se frena, el Ca2+ que se acumula no es secues-
trado irreversiblemente por la mitocondria, sino que, por el con-
trario junto con el freno respiratorio coexiste un eflujo conti-
nuo del catidn, contrabalanceado a su vez por una entrada conti-
nua de calcio dependiente de la respiracién. Se vio igualmente
que la velocidad de eflujo es altamente dependiente del pH y de
la concentracidén salina (60), siendo mayor en un medio que con-
tenga K" que en uno de Na® (61); que agentes desacoplantes comno
el 2,4-dinitrofenol, dicumarol y la gramicidina provocan también

salida de calcio de mitocondrias previamente cargadas (61-63);

b
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que el proceso ya sea inducido o espontidneo, se ve acompafiado de

un influjo de H' en una relacién aproximada de 1:1 (61-63).

En cuanto al movimiento simultidneo de otros iones con
la entrada de ca’® se encontrd que: a) el fosfato puede ser reem
plazado por otros aniones permeantes como acetatb, propionato, ¥
arsenato, y no por bromuro, nitrato o cloruro (64); b) el medic
de suspensién se acidifica al estimularse la respiracidn con Ca2+
(65,66), habiendo una consecuente alcalinizacidén de 1la mitocon-
dria (67) y; c) cuando las mitocondrias acumulan Ca2+ en presen-
cia de Pi, existe también una entrada de nucledtidos de adenina.
Si esta entrada es inhibida por atractildésido (inhibidor del an-
tiport ATP */aDP™3), se inhibe también la acumulacién de ca-*.
Sin embargo, esta inhibicibén no ocurre en ausencia de Pi (68); v
d) 1la cpncentracién de NaCl, KC1l, y el pH del medio de suspen-
sidn, pueden modificar la estequiometria entre la acumulacidn de
Ca2+, consumo de O2 y salida de H' en ausencia de Pi u otro anidn
permeante (60,69), aumentdndola de un valor cercano de 2 hasta
una "superestequiometria' de 10 o hasta de 20.

Posterior a esta etapa de estudio en la que se dio evi-
dencia de 1la relacidén que existia entre los movimientos de cal-
cio con el mecanismo de transduccibén energética y con los can-
~ bios morfolégicos de la mitocondria, ée han venido desarrollan-
do nuevos tdépicos en el estudio del transporte de calcio mito-
condrial, como son: el desarrolio del concepto de ''acarrea-

dor" responsable del transporte y su aislamiento; el descubri-

-12-



miento de inhibidores especificos del transporte; la identifi-
cacidén de la fuerza primaria del mecanismo de transporte con

uno o ambos componenfes del potencial protdn-motriz 4 p ; la
regulacidén del proceso; y la propuesta de varios modelos de trans
locacidn del divalente. Con &sto se han podido definir algunas
propiedades tanto fisicas como quimicas del sistema de transpor-

te de calcio.

B. PROPIEDADES DEL SISTEMA DE TRANSPORTE.

El hecho de que algin compuesto inhiba especificamente
el movimiento de una molécula a través de la membrana, puede cons
tituir wuna evidencié importante para la existencia de un siste-
ma de transporte especifico, lo que ha ocurrido para el transpor
te de calcio. Los inhibidores mds estudiados son el Las* y el Ro
jo de Rutenio. Se encontrd (70-74) que el La3+ inhibe 1la transfe-
ferencia de electrones en la mitocondria asociada al transporte
de calcio, requiriéndose de 0.1-2 nmoles/mg proteina para lograr
un 50% de inhibicién. Esta inhibicidén es transitoria ya que desa
parece después de unos minutos, lo que refleja que el La3+ es
transportado al interior de la mitocondria (75). Mias tarde se
mostrd que la inhibicidn es de tipo competitivo (73) y que la
concentracidn de La3+ necesaria para inhibir especificamente al

transporte de calcio es de 0.05-0.07 nmoles/mg proteina (74). En

relacién con el rojo do rutenio, se observé (76) que inhibia el trans
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porte de Ca2+ y que la concentracidn requerida para alcanzar un
50% de inhibicién es dé¢ aproximadamente 4 nmoles/mg proteina.
Se demostrd mds tarde (77) que el rojo de rutenio inhibe tam-
bién los sitios de alta y baja afinidad que fijan Ca?+, ésto a
una concentracidén de 3-6 nmoles/mg proteina; en este trabajo se
encontrd también que este compuesto no inhibia la salida de ca’*
de la mitocondria, lo que explica el hecho de que cuando 1o
molécula se afiade a las mitocondrias cuando éstas estdn acumu-
lando calcio, se provoque un ridpido eflujo del divalente (78).
Sin embargo, este inhibidor presenta como inconveniente el he-
cho de que se oxida fidcilmente bajo condiciones dcidas y que se
adsorbe fuertemente tanto a vidrio como a cuarzo.

Ademds dcl cstudio rcalizado con inhibidores, se ha de-
sarrollado el concepto de '"acarreador'" a partir de estudios ci-
néticos (79) en los que se cuantificaron las velocidades inicia-
les del transporte de Ca2+ variando la concentracién total del
i6n, con lo que se demostrdé que el sistema tiene una alta afini-
dad por Ca2+ libre (Km:2—4 uM) y; que el fendmeno cinético es sa
turable e hiperbdlico, con un coeficiente de Hill de 1.7-1.8.
También se determind su selectividad idnica (74,75,80-83), 1la
que resultd ser: Ca2+> Sr2+> Mn2+> Ba2+> Fe2+> LaS+.

Por otra parte, se intentd medir la unidén del ién Caz+
al acarreador especifico (84),encontridndose dos tipos de sitios
de unidn, unos de alta afinidad y otros de baja afinidad. La u-
nidn de Ca2+ a éstos Gltimos es sensible a Na+, k" v a anéstési-

cos locales (85), lo que sugiere que estos sitios de unidén sean
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las cabezas polares de los fosfolipidos membranales. Aundue ne
se conozca el papel funcional de estos sitios que se encuentran
tanto en la membrana interna como en la externa mitocondrial,
se cree que no estdn directamente involucrados en el .transporte
de Ca2+ a través de la membrana interna mitocondrial.

Se ha intentado también aislar al acarreador, sugirién-
dose que pudiera ser una glicoproteina (86-87); en este sentido,
se ha publicado que esta glicoproteina presenta una actividad
ionofdérica dependiente del catidén divalente. Por otro lado, es-
tudios realizados en membranas lipidicas negras (88), muestran
que la glicoproteina que fija CaZ+ no es selectiva; por lc que
estos autores sugieren que las glicoproteinas que se han aisla-
do son proteinas membranales extrinsecas que fijan C32+, peroc
ain no el acarreador.

2+

Mas tarde, se aisld (89) un iondforo de Ca de la mem-

brana interna mitocondrial de corazén de cabra, llamado "calci-

mentos realizados con esta proteina en sistema de dos fases, de-
mostraron que tenia una mayor selectividad hacia cationes diva-

lentes que para los monovalentes; siendo la selectividad para
2+

~ 74

. . 2+ + 2 . .

los iones divalentes: Ca“’, Sr° » Mn“ > Mg“ . El estudio con in-
sy - . . . . 3+

hibidores indicé que tanto el rojo de rutenio como el La”

. . 2+ . P .
ben la extraccidn del Ca al solvente orgédnico, mediada por 1z

inhi-

(S

proteina. Ademids, cuando se mididé la translocacidén en una celda
de Pressman, ésta resultd ser selectivamente promovida por un

gradiente de iones hidrdégeno.
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C. MECANISMO MOLECULAR.

Los mecanismos de translocacidn propuestos hasta la fe-
cha, se pueden considerar en cuanto al tipo de porter que aca-
2+ . . . . .
rrea al Ca“ , es decir, uniport, antiport o simport; o bien, en
cuanto a su acoplamiento con el Ap, ésto es, electroforético

. - . 2+
(con estequiometria de carga de +2, como el uniport «Ca”™ ; con

4
y Ca2+/8—hidroxibutirato-), o el electroneutro (como el simport

estequiometria de carga de +1, como los simporters 2Ca2+/HPO
2+ - . 2+ +
Ca”“ /2A o el antiport Ca“ /2H ).

1. Transporte Electroforético.

La naturaleza de este proceso, es decir, la fuerza que
promueve al fendmeno parece ser de cardcter puramente electro-
forético, dada por el componente eléctrico de la fuerza protdn-

motriz generada en la respiracién (30,43,82,90).

. . . +
a. Estequdiometria de canga +2. Unipont «cal?.

Esta propuesta se ve apoyada por las sigulentes eviden-
cias: a) el proceso también se puede llevar a cabo gracias a un
potencial artificial de K" generado a través de la mémbrana,
por el iondforo valinomicina (73). A mitocondrias inhibidas, sus
pendidas en un medio con 1 mM‘de KC1l, se les agrega valinomici-
na, ésta provoca la salida del K" enddgeno gererando un poten-

il
. . . 2+
cial negativo interno, con lo que sc promueve la entrada de Ca™ 3
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la mitocondria, siendo la estequiometria de 2K+/Ca2+

1)

b) el idén Caz+ puede ser transferido pasivamente (swelling"
osmdtico) como especie cargada en mitocondrias no energiza-

das junto con aniones permeantes de carga no localizada (SCN ,
NO%, etc.) (82,92). Las mitocondrias sin energizar no se hin-
chan en presencia de 83 mM de CaCl2 ya que la membrana interna
mitocondrial no es permeable a iones cloruro, tampoco se distien
den con 83 mM de acetato de calcio a menos de que esté presente
un agente desacoplante conductor de protones, que permita la sa-
lida del protdén que habia entrado previamente con el 16n acetato.
Sin embargo, las mitocondrias se abultan rdpidamente en presen-
cia de 83 mM de NOQ, SCN, CIO% y ClOi de Caz+, como en este
caso no se requirid de ningln agente desacoplante, ni tampoco
estos agentes tuvieron alglin efecto sobre el hinchamiento mito-
condrial, se deduce que lcos aniones atravesaron a la membrana
como tales y no como dcidos no disociados, junto con el idn cal

cio. El1 '"swelling'" osmbético generado por las sales de calcio de

. 3+ .
bido tanto por La” , como por rojo de ru-

pebe

estos aniones fue inh
. . . . + 2+ . .
tenio; c) se halld una relacidén de 2K /Ca en mitocondrias

2+ +, .
} vy {K } intra

que respiran, midiendo la concentracidn de {Ca
y extramitocondrial en presencia de valinomicina (43); d) el a-
carreador sensible a rojo de rutenio de mitocondrias de corazén,
cataliza el flujo de una carga positiva neta de +2 por cada idn

calcio translocado. La entrada de calcio a las mitocondrias, asfi

como la entrada de rubidio, se inicia con succinato en presencia

-17-



de valinomicina; cuando lcs flujos de estos cationes alcanzan
el equilibrio se aplica 1la relacidn de Nernst: {Rb}i -

AE= l N Rb+le

{Ca }1 , donde AE es la diferencia de potenc1a1 eléctrico,

nF {Ca "le

RT/F es el factor convencional, n es la carga neta transferida
por calcio transportado y los subindices i y e se refieren a
intra y extramitocondrial, respectivamente. Asi, :

log{Ca2+}e = -n ng—ll + 1og{Ca2+}i, si la concentracidn de

{Rb le
2+ . . +, . + Ca s -
{Ca”"}e y la relacidén {Rb }i/{Rb }e en el equilibrio se varian
de tal manera que la concentracidn de {Ca "1i se mantenga CORS
tante, se puede predecir entonces una relacidn lineal, lo que
permitird conocer el valor de n. E1 valor de n obtenido cuando

se varia el AE, es decir la relacién {Rb }i/{Rb'}e con un agen

. + . 24,
te desacoplante, asi como la {Ca2 }e de tal manera que {Ca +)1

sea constante, fué de 2.1 (93); y e) la relacidn H'/Ca=%=1.9 en

mitocondrias energizadas con succinato, en ausencia de movimien

to de Pi por el simport Pi/H" (inhibido con N-etilmaleimida),

in

dica que la salida de 2H" debida a la oxidacidén de sustrato y la

subsecuente generacidn de un potencial negativo interno, es lo

i
que permite que un idén Ca“’ sea transportado (91).
b. Estequiometnia de carga +1.

Se han sugerido mecanismos electroforéticos alternati-

vos que implican una compensacidn de carga parcial, es decir una

transferencia de carga neta de +1 (44,45,94), ésto en base a 1

-18 -
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siguientes tipos de experimentos: a) mitocondrias equilibradas
anaerbbicamente en el medio de suspensién a 25°C por 20 min.,
fueron inyectadas con una pequefia cantidad de HZOZ que seria
descompuesta por catalasa existente en el medic, para iniciar

la respiracidén. La cantidad limitante de equivalentes de 4cido,
exportada rapidamente durante el periodo de respiracién y co-
rrespondiente al influjo de iones calcio, se usd para obtener

la relacién -H (dcido)/«+Ca. En este tipo de experimentos se en-
contrdé que en ausencia de aniones que son translocados con H
como sulfato, fosfato, o succinato, la relacién SHY (dcido) /
«Ca = 1, mientras que en su presencia esta relacién fué mucho
menor que 1. Es mds, cuando el translocador de Pi/H® fue inhi-
bido con N-etilmaleimida (NEM), la relacidn recuperd su valor
normal = 1. Cabe hacer notar que en presencia de g-hidroxibuti
rato la relacidn mencionada alcanza un valor de 1, lo que indi
ca que este compuesto no esté siendo translocado con H+; b) 1la
suspensidén mitocondrial en estado 4 y a 25°C fué sometida a la
adicién de una peﬁueﬁa cantidad de calcio. Para obtener la re-
lacién ~H' (acido)/«Ca, se midié la cantidad de equivalentes de
dcido expulsada durante el periodo de estimulacién respiratoria
y se le compard con la concentracién de sal de calcio adicionada,
dando como resultado un valor = 1 (94). Este resultado, lleva al
andlisis de un posible cotransporte con anién o bien de un anti-

port con H

i. Simport 2Ca2+/HPOZ.



Se indagd la estequiocmetria de entrada de Ca2+ con Pi
a la mitocondria en presencia de NEM, resultando ser de 2 y por
lo tanto la transferencia de carga neta de +1, ésto se llevd a

. .. . . 2+
cabo midiendo inicialmente la concentracién de Ca

y Pi1 en el
medio anaerobio y restidndclo de las concentraciones obteniéas en
condiciones aerobias. La propuesta de este simporter insensible
a NEM y sensible a La>* surge de los resultados obtenidos en:ex
perimentos de consumo de O2 y cambios de pH, usando Sr2+ en lugar de CaZ+,
que a continuacidn se describen: a) al agregar Srz+ al medio, au
menta el consumo de O2 (indicando entrada del metal) y la salida
de protdn (oxidacidén de sustrato); al agregar Pi aumenta el con-
sumo de O2 (anmafh2+), entra H+(indicando entrada de Pi por el
acarreador Pi/H+, abatiendo el ApH, 1o que promueve el aumento
de consumo de 02 y entrada defh2+);b) los mismos experimentos
anteriores pero en presencia de NEM. Al agregar S§+ ocurre exacta-
mente lo mismo; al agregar Pi no hay entrada de u* (indicando
que tampoco entra Pi por el acarreador Pi/H+), al parecer au-
menta el consumo de O2 (un trazo muy poco evidente), asi como
los protones del medio (ésto indicaria que el Sr2+ estd entran-
do a la mitocondria gracias al Pi pero por un acarreador distin
to al simporter Pi/H+, es decir, por un acarreador Sr2+4ﬁ_en el

que al entrar el H2P04 deja un H' en el exterior); c) al agre-

o

gar La3+ antes de Srz+ se inhibe la respiracién y el eflujo de

H (indicando inhibicidén del transporte); d) cuando se agrega

3+ 2+

La después de Sr y por Gltimo Pi, se observa que no se es-

timula el consumo de oxigeno al agregar Pi (el acarreador esti



inhibido por La3+), hay entrada de H (via acarreador del icido
fosfoérico Pi/H+) y; e) se midid la aparicién neta de H' en el

medio durante la entrada de calcio y ésta concordd con la calcu-
)4 xp

lada para el simporter (Ca2 +-HPOZ (44).

. - . + . -
ii. Simport Ca2 /monocarboxilato .

Este modelo emerge como en el caso anterior de medicio-
nes de consumo de O2 y movimientos de H+, que a continuacidn se
describen: a) se agregd primeramente un pulso de SrCl2 a mito-
condrias respirando en estado 4, lo que aumentd el consumo de
O2 y disminuyd el pH del medio (indica entrada de calcio en el
simporter Ca-Pi, explicindose 1la disminucidn de pH por 1la libe-
racidén del H' del dcido fosférico para poder ser acarreado en
simport con calcio). Si se agrega 10 mM de formato, aumenta el
consumo de oxigeno y el medio se alcaliniza (entra mas calcio
debido a que el dcido férmico colapsa el ApH). En el caso de que
el transporte de calcio estuviera rigurosamente acoplado a Pi
por el simporter, esta Gltima entrada debida a formato cs expli-
cada por los autores como originada por la salida de dcido fos-
foérico debida al colapso del ApH, para volver a entrar con el me
tal mediante el mecanismo de simport planteado; b) se hizo 1lo
mismo que para el inciso anterior, pero se agregd 10 mM g-hidro-
xibutirato de colina , €n lugar de formato, obteniéndose aumento
en el consumo de oxigeno y alcalinizacidn del medio (entrada co-

mo dcido butirico); c) los experimentos anteriores se realiza-
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ron ahora en presencia de NEM, permaneciendo el consumo de oxi-

geno igual que sin este inhibidor (el Srz+ entra a la par con

B-hidroxibutirato) y presentindose una alcalinizacién del medio,

menor, ya que el porter de 4dcido fosfdrico estd inhibido; d) se

3+

observd también que en presencia de La~ , el B-hidroxibutirato

no estimula el consumo de 02, por lo que se infiere que el sis-

tema Ca2+/B-hidroxibutirato- es sensible a La3+

; €) la especifi-
cidad del acarreador se hace evidente hacia B-hidroxibutirato
(2,10,20 mM), solo si se inhibe 1la recirculacidén de Pi, sobre
otros aniones como formato, acetato, butirato y bicarbonato; y
2+

f) por filtimo, se estimaron las velocidades de entrada de Ca

a partir de las pendientes de los experimentos de consumo de O

>

[ 39

observidndose diferencia entre la velocidad de entrada con Pi y
la obtenida para B-hidroxibutirato , de donde se concluye que

son distintos acarreadores (45).

iii. Antiport Ca’*/u*.

Es planteado como resultado de un estudio cinético del
acarreador donde se analiza el efecto del pH sobre las constan-
tes de velocidad y en el que se encuentra que graficando log
V/Km vs pH, existe una interseccidén de dos asintotas a pH 7.8,
lo que se interpreta como el pKa del grupo que se une inicial-
mente a Caz+ y que es funcional en el estado disociado. El1 efec-

2+

to estimulante sobre el transporte de Ca” , de los dcidos per-

meantes como el Pi se atribuy6é a que é€stos propician la libera-
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. 2+ . '
cién de Ca del acarreador a la fase interna, lo que se ve re-

forzado por la ausencia del efecto en presencia del ién SCN~

(79).

2. Transporte Electroneutro.

a. Simpont Ca2+/ZA'.

Se ha formulado este tipo de mecanismo con base en ex-
perimentos en los que se muestra que la entrada de calcio a 1la
mitocondria debida Gnicamente a la oxidacidén de sustrato, se prc
duce ante la presencia de un anién, como el HCO% formado del
CO2 disuelto en el medio de suspensidn. Si este CO2 es elimina-
do ya sea al agregar Diamcx (inhibidor de la anhidrasa carbdéni-
ca) o bien al pregasear la muestra con 02, no se observa enton-
ces entrada alguna de calcio. Para determinar la estequiometria
entre la entrada de calcio y un anidén dado, se inhibid el trans
porte de Pi con mersalil' y a la ATPasa con oligomicina; se pro-
baron distintos aniones marcados cm114C (lactato, B-hidroxibutira-
to y acetato) y se encontrd que el nGmero de equivalentes de
anidén acumulado es igual al nimero de equivalentes de ién Ca2+
transportado. Las mediciones de pH, mostraron que la entrada de
calcio simultinea a la de aniones de dcidos débiles, no provo-
¢d una acidificacidén; este hecho fue explicado por el autor
considerando que a pH 7.2 estos 4acidos estdn disociados,

-

de tal manera que al entrar a la mitocondria no estén



- + Pl hd ) »~
siendo una fuente de H , ya que &stos ya existian como tales

(95).

13
b. Antipont Ca‘*/2n”.

La descripcidén de los trabajos que apoyan la existencia
de este tipo de antiport, se hard mis adelante cuando se discu-

ta el influjo y eflujo del catidn divalente (reciclaje) (96).
3. Transporte de Ca2+y Pi. Vias separadas.

Como ya se sefiald en pirrafos anteriores, se habia con-
siderado obligatorio al Pi en el transporte de Ca2+ (44), o bien
con una accién indirecta al bajar el pH intramitocondrial promo-
viendo la asociacién del acarreador con H' y provocando que éste
liberara al calcio; ésto con baseen que la velocidad inicial del
transporte de calcio aumenta, al estar en presencia de Pi (79).
Sin embargo, otros autores han hallado pruebas en contra de esta
dependencia directa seflalada, como son: a) que el transporte de
calcio en mitocondrias depletadas de Pi ocurre con una velocidad
inicial idéntica en ausencia o presencia de mersalil (inhibidor
del simport Pi/H+) (97); b) la cantidad de mersalil requerida pa
ra inhibir completamente al acarreador de fosfato, es muy similar
a la que se requiere para prevenir completamente el efecto de Pi
sobre la acumulacidn de CaZ+(97); c) la velocidad inicial de en-
trada de calcio a mitocondrias energizadas, es constante en pre-

sencila o ausencia de NEM (91); d) en presencia de NEM, el trans-



porte de calcio que se lleva a cabo, no ocurre en cotransporte
con Pi (91) y; e) durante el transporte de calcio, con NEM en
el medio, la velocidad de salida de H+y la cantidad que es ex-
pulsada aumenta, posiblemente debido a la inhibicidn del aca-
rreador de Pi+/H+, la que impide la recirculacién de protdn via
este acarreador (91).

En consecuencia, se concluye que cuando se acumula cal
clo en mitocondrias energizadas en presencia de NEM, su entrada
se ve severamente limitada por la formacidén de un ApH muy gran-
de debida a la alcalinizacidén de la matriz mitocondrial, origi-
nada por el bombeo de H® al exterior sin que éstos vuelvan a
entrar. Sin embargo, cuandc entran compuestos con H (fosféto o
dcidos libres lipofilicos), la alcalinizacidn del medio se ve a
mortiguada, limitdndose el ApH, y manteniéndose el A¥ a un ni-
vel compatible con la retencidn y mayor acumulacién de calcio.

4. Reciclaje de Ca2+.

s oA . 2 Z+
Desde 1965 (59), se sugiridé que la acumulacién de Ca
en mitocondria podria ser un estado estacionario establecido en

tre un influjo dependiente de la respiracidén y un eflujo conti-
nuo. La propuesta de la existencia de dos vias separadas e inde
peﬁdientes, se ha tomado como la mejor manera ds explicar la
desviacidén del equilibrio nernstiano de 1las concentraciones de
Ca2+ en el interior de la mitocondria y el citoplasma. Dicha hi
pdtesis ha sido apoyada por experimentos con mitocondrias intac

tas y con vesiculas invertidas en los que el rojo de rutenic es
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timula la salida de calcic. A continuacidn se describen los
mencionados experimentosﬁ a) el estudio realizado en particulas
submitocondriales de polaridad invertida demuestra que sélo se
acumula calicio en presencia de rojo de rutenio, que este fendéme
no requiere de ATP, succinato y Pi, y que es sensible a oligo-
micina; por lo que se propone que el acarreador para el influjo
es sensible a rojo de rutenio (RR), mientras que el de eflujo
no 1o es; asimismo, que el eflujo y no el influjo ocurre en co-
transporte con Pi (98); b) sin embargo, otras observaciones en

vesiculas invertidas y energizadas muestran que la entrada de

. . .. . - . 2+
calcio a ellas no requiere del movimiento simultineo de Pi y Ca

sino que es suficiente con que el Pi esté dentro de la vesicula
para que €l calclo penetre y también que este fendmeno es sensi
ble a RR (99); c) enmitocondrias intactas que respiran, se ha
visto que hay eflujo de calcio debido a la adicién de acetoace-
tato (AcAcO ) en el medio, el cual no es prevenido por RR sino
que por el contrario es aumentado, ya que al inhibir el influjo
del catidn con €1, el eflujo se hace mds evidente (100) y; d)
las mitocondrias de corazdn que oxidan succinato acumulan cal-
cio, este proceso se inhibe con RR mientras que la presencia de
iones Na® induce el eflujo del divalente, siendo &ste dltimo ve
dado con La>* (101).

a. Regulacién del Eflujo.

Se ha detectado la dependencia del eflujo de calcio con
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respecto al sodio, en mitocondrias de algunos tejidos como son:
glandula pardtida bovina, corteza suprarrenal, cerebro, mdsculo
dorsal de conejo, mdsculo masetero, mientras que en otrosbno
existe, e.g. rifion, higado, pulmén, misculo iliaco y misculo del
dtero (102). E1l estudio antes mencionado se realizd con mitocon-
drias energizadas con succinato, a las que después de haber acu-
mulado Ca2+ se les inhibid con RR, de tal manera que el proceso
de influjo se mantuviera inhibido mientras el de eflujo se lle-
vaba a cabo. También se ha propuesto que este proceso es regula
do por el estado de 6xido-reduccién de los piridinnucledtidos;
€sto con base enexperimentos realizados con mitocondriés respi-

rando con succinato en presencia de rotenona, en los que al adi

s

ciona

-

un agente oxidante como cl AcAcC se provoca la oxida-
cién del NADH existente a NAD) 1o que origina un eflujo de cal-
cio. AGn mids, en presencia de un agente reductor como el R-hi-
droxibutirato, el NAD® se reduce a NADH causando un influjo de
calcio (100). En cuanto él posible papel regulatorio del P1 so-
bre el eflujo de calcio, ademds de los trabajos realizados en
vesiculas invertidas ya mencionados (98-99), se ha estudiado en
mitocondrias depletadas de fosfato, en las quese observd que el
proceso no se lleva a cabo en cotransporte con Pi, ni que re-
quiere de €1 (91) (ausencia total de movimiento de Pi). Asimis-
mo, se ha sugerido un papel regulatorio para los adcidos grasos,
teniendo como apoyo experimentos en los que se permite la entra
da de calcio a mitocondrias energizadas provocando una salida

subsecuente del catidén con ellos; esta salida se ve incrementa-



da si el influjo se inhibe con RR y si el catidn monovalente
. + . .. .
en el medio es Cs , siendo la selectividad para estos cationes:

cst> k> Nat> Lit (103).

b. Mecanismos de Transfocacidn.

Para el caso de los sistemas en los que el idn Na® es-
timula el eflujo de Ca2+, se ha propuesto que el translocador
es de tipo antiport Ca2+/Na+, aunque la estequiometria no ha si-
do  definida. (101). En cambio, en mitocondrias de higado se
ha formulado la existencia del antiport electronedtrO'Ca2+/2Hi
apoyada en pruebas llevadas a cabo en mitocondrias energizadas
depletadas de Pi, en las que se provoca el eflujo con RR y ace-
toacetato y en las que se mide la relacidn: Influjo H+/Ef1ujo

Ca2+

dando un valor =1.9 (96). Sin embargo, el reverso del aca-
rreador del influjo puede ocurrir parcialmente, lo que explica-
ria el eflujo causado por desacoplantes que previenen o colapsan
la formacidén del AY y ApH, ya que los sistemas postulados previa
mente Ca2+/Na+ y Ca2+/2H+ no requieren necesariamente de la cai
da de potencial (104). En relacidén al acoplamiento entre el reci
claje con el Ap, se ha llegado casi a un total acuerdo de que a
lo que se refiere al influjo del catidn, éste es un movimiento
ehﬁxroﬁnétiu) acoplado al AY mitocondrial (30,43,73,82,90-93),
aunque sin embargo, se ha observado que la nigericina a concen-

. . . R . .
traciones a las que intercambia K /H , aumenta la acumulacidn de

calcio (1) en mitocondrias depletadas de Pi y que respiran tenien
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do como sustrato B-hidroxibutirato. Como ya se habia menciona-
do con anterioridad, éste es el fendmeno que se estudiard ciné-
ticamente en el presente trabajo. También se han podido obser-
var flujos de calcio debidos a cambios de ApH provocados con ni
gericina, en mitocondrias inhibidas metabdélicamente, siendo la
entrada de Ca2+ anulada con RR y favorecida con desacoplantes
(105). Recientemente se ha demostrado midiendo cambios de poten
cial espectrofotométricamente (con safranina), que durante el
influjo de calcio ocurre un cambio de potencial, mientras que
durante el eflujo no lo hay, siempre y cuando el proceso de en-

trada a la mitocondria esté inhibido con RR (106).

c. Vanios Acarneadornes ¢ un Canafl Asimétrnico.

Una de las bases principales para favorecer la hipdte-
sis de que en realidad existen varios acarreadores, es el hecho
de que durante el eflujo de calcio el RR permanece unido al aca
rreador (107); sin embargo, la propuesta de que el sistema es
un canal se deriva de un estudio comparativo de las graficas de
Arrhenius de compuestos que se sabe son acarreadores o canales,
con el sistema de transpcrte de calcio. En é1 se analizdé la ve-
locidad de entrada del catidén mediada por un gradiente de K+, en
mitocondrias inhibidas. La ausencia de quiebre en la grdfica de
Arrhenius obtenida, similar a la encontrada para el transporte
con gramicidina (canal); la baja entalpia de activacidn; el alto
nimero de conversidén y; la inhibicidn asimétrica del transporte,

sugieren que este Gltimo se lleva a cabo a través de un canal (108).
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MATERITIALES

I, REACTIVOS QUIMICOS.

Los compuestos empleados, fueron grado reactivo analiti
co de casas comerclales conocidas (Merck, J.T.ABaker, Sigma).
El antibidtico Nigericina fué obsequio del Dr. Marvin Gorman,
Eli Lilly Laboratories, Indianapolis, EUA. E1l agua empleada en

la preparacidn de soluciones fué bidestilada en un destiladso

+4

de vidrio.

11.  APARATOS.

1. Centrifuga Refrigerada Automdtica '"DuPont Instruments/
Sorvall', Modelo RC-5. DuPont Company. Instrument Products Divi-
sion Sorvall Operations, Newtown, Conn. EUA.

2. Espectrofotdmetro Carl Zeiss, Modelo PM 6 KS. Carl
Zeiss de México, S.A.

3. Bafio de agua a temperatura constante. Grant. Cat.,
Modelo SP-50-1, EUA.

4. Espectrofotdédmetro Aminco DW-2a, UV-VIS. American

Instrument Co. Division of Travenol Lab., Inc. Silver Spring,‘Msz.

EUA.
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METODOS

I. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS.

Las mitocondrias que se utilizaron en todos los experi-
mentos fueron de higado de rata blanca macho (150-200 g). Se
aislaron y purificaron siguiendo el método estidndar de centrifu
gacidén diferencial de Johnson y Lardy (109), que a continuacién
se describe.

El higado una vez extraido y lavado, se pesa, se corta
finamente con tijeras y después se homogeneiza en un medio de sa
carosa 0.08M, manitol 0.25M, etilendiamintetraacetato de sodio
(EDTA) 0.001M ajustado a pH 7.4 con trietanolamina {(TEA)/ (tg de
tejido/10 ml de solucién)./El homogeneizado se centrifuga &-é%%cggﬂ
X g durante 15 min., para separar las células enteras, tejido

SO OV P
intacto y niicleos. El sobrenadante se recentrifuga a 17 000 x ¢

1

durante 10 min., para separar la fraccidén mitocondrial. El sobre

0

nadante se descarta y la pastilla se resuspende manualmente en

un medio de sacarosa 0.08M, manitol 0.25M ajustado a pH 7.4 con
TEA y se centrifuga nuevamente a {7‘000.x g por 10 min. Este la-
vado es con objeto de liberar a la preparacidén mitocondrial, de

microsomas, lisosomas y fragmentos de membrana. La pastilla ob-

tenida se resuspende finalmente en sacarosa 0.25M a pH 7.3 ajus
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tado con TEA (2 g de tejido de higado/ml). Durante todo el pro

cedimiento la temperatura se mantiene de 0-4 °C.

[1. DEPLECION DE Pr ENDOGENQ.

En lugar de resuspender la pastilla final obtenida por
el método anterior, en sacarosa 0.25M a pH 7.4, las mitocondrias
aisladas se resuspenden en un medio que contiene: 2mM NaADP
(pH 7.4), 2mM g-hidroxibutirato-TEA (pH 7.4), 'mM EDTA-TEA (pH
7.4) y 10 mM TEA-C1 (pH 7.4). Se utilizan 5 ml de medio/g de
higado hdmedo (110). Una vez resuspendidas las mitocondrias,
se incuban por 10 min a 30°C agitando suavemente. Inmediatémeg
te, se centrifugan a 17 000 x g durante 10 min, para obtener-
las en forma de pastilla. Posteriormente se lavan dos veces
con sacarosa 0.08 M y manitol 0.25 M ajustados a pH 7.4. Final
mente, la pastilla obtenida se resuspende en sacarosa 0.25 M a
pH 7.4 ajustado con TEA (2 g de tejido de higado/ml). A excep-
cidn : del periodo de incubacidn, todo el proceso se lleva a ca

bo a una temperatura de 0-4°C.

I11. DETERMINACION DE PROTEINA.

El método empleadc fue el de Biuret (111). A 0.02 ml
de la muestra mitocondrial, se le adicionan 0.2 ml de una so-

lucién de desoxicolato de sodio (DCO) al 5% (en NaOH 0.01 N),
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se agita y en seguida se afiaden 1.28 ml de agua y 1.5 ml de
reactivo de Biuret. Se incuba a 37°C durante 15 min y se lee
a 540 nm contra un blanco de DCO, reactivo de Biuret y agua.
La curva.estidndar se prepara con albimina de bovino cristali-
zada, a varias concentraciones, de 1-8 mg/ml de proteina.
Reactivo de Biuret: 1.5 g de sulfato de cobre penta-
hidratado, 6.0 g de tartrato de sodio y potasio y 300 ml de
hidréxido de potasio al 10%, llevados a 1 1t con agua bides-

tilada.

Iv. DETERMINACION DE ESPECTROS DIFERENCIALES.

Para obtener este tipo de espectros, se usd el espec-
trofotdmetro Aminco DW-2a de doble rayo, en su modalidad de
operacidn '"split beam'", en el que con un solo monocromador se
hace un barrido a 1o largo del rango de longitudes de onda se-
leccionadas. En general, para graficar la linea basal, tanto
la celda de referencia como la usada para la muestra, se lle-
nan con sustancias idénticas y se colocan en los compartimien-
tos correspondientes; en seguida se hace pasar un solo rayo de
luz monocromidtico, dividido en dos por el espejo rotatorio
fraccionante, alternativamente a través de las celdas de refe-
rencia y muestra. Esta radiacidn fraccionada, minimiza cual-
quier desigualdad entre los rayos de referencia y muestra, pro-

duciendo una linea basal relativamente recta. Después de que se
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ha graficado la linea basal, la celda correspondiente a la
muestra se altera quimicamente, con lo que se graficard,el es-
pectro de la diferencia entre la muestra y la referencia. A
continuacién se describen el funcionamiento 6ptico y.las vias
que siguen las sefiales, como se muestra en la Fig. 2:

La radiacidn proveniente de la lampara de ultravioleta
(UV) o bien de 1la lampara del visible (VIS), es afocada por el
espejo 1 (E1) a la rendija de entrada hacia el monocromador 1
(MONO 1). E1 obturador 1 (01), se coloca de tal manera que SoO-
lo un rayo pase a través de la méscara divisoria del rayo (M).
Este rayo es colimado por el espejo 2 (EZ) y difractado por el

MONO, ; la radiacidn monocromdtica que resulta es afocada por

—

el espejo 3 (53), a la rcendija de salida. E1 lente 'zoom" (ZI),
corrigé al rayo de cualquier aberracidén cromitica y automdti-
camente lo mantiene afocado a un punto determinado en el com-
partimiento de la muestra, sin importar la longitud de onda.
El rayo es reflejado a la muestra (M) y a la referencia (R) en
forma alternada, por el espejo rotatorio fraccionante (E4) v
por el espejo fijo (ES), respectivamente. En este punto, 1las
seflales de ambos rayos se igualan con un atenuador (AS). Des-
pués de que el rayo ha pasado a través de la muestra y la re-
ferencia, llega al cidtodo del tubo fotomultiplicador (FM) que
genera dos sefiales de corriente separadas en el tiempo. Estas

corrientes se convierten en sefiales de la muestra y de la re-

ferencia, siendo aplicadas a los amplificadores respectivos.
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El espejo E4 produce pulsos de sincronizacidn éptica que gene-
ran: pulsos de sincronizacidn = de referencia que dan salida
a seflales de referencia a través del amplificador respectivo;
pulsos de sincronizacidn de muestra que dan salida a sefiales a
través del amplificador de la muestra; y sefiales de tiempo pa-

ra mantener la velocidad del motor del espejo E, a 250 ¢ a 1000

4
Hz. Las salidas de los amplificadores de referencia y muestra
son sefiales de corriente directa (CD). La sefial CD de la mues-
tra puede ser corregida por el circuito de correccidén de 1la
linea base (LB) y aplicada junto con la sefial CD de referencia,
al amplificador diferencial (DIF); este amplificador toma la di
ferencia entre las dos entradas y la aplica al circuito de ab-

sorbancia (Abs) o al de transmitancia (T), el cual atenda la se

fial diferencial y la aplica en escala al eje Y del graficador.

V. DETERMINACION DE tA CINETICA DE PEQUENOS CAMBIOS DE
ABSORBENCIA,

Esta determinacién se logra con el espectrofotémetro
Aminco DW-2a en su modalidad de operacidén '"longitud de onda-dual”
y se obtiene haciendo pasar dos rayos de luz monocromiticos de
distintas longitudes de onda de manera alternativa, a través de
una celda. A uno de estos rayos se le denomina de referencia
(R) y al otro de la muestra (M); como ambcs rayos pasan a través

de la misma porcidn de la celdilla, ésto cancela los efectos que
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pudieran tener tanto el asentamiento de la muestra, como la
dispersidén de luz causada por la misma. Cuando se induce un
cambio quimico en la muestra, el valor de la absorbencia para
el rayo con una Ay cambia, asi como la absorbencia para el ra-
yo con i,, obteniéndose el espectro de la diferencia de estos
cambios de absorbencia con respecto al tiempo. Por lo tanto,
empezando con una diferencia de cero, se podridn ir midiendo -
subsecuentemente los cambios de absorbencia que ocurran en la
muestra. A continuacidn se describen el funcionamiento 6ptico,
y las vias que siguen las sefilales, como se muestran en la Fig.
3:

La radiacidn de la lampara del visible (VIS) o 1la Que
proviene de la lampara del ultravioleta (UV), se afoca median-
te el espejo 1 (E1) por la rendija de entrada a los monocroma-
dores MONO 1 y MONO 2. E1 obturador 1 (01) se coloca en una po-
sicidn que permita el paso de dos rayos a través de la médscara
divisoria (M), estos rayos son colimados por el espejo 2 (EZ) Yy
difractados, uno por el MONO 1 y el otro por el MONO 2. Los ra-
yos monocromiaticos resultantes se afocan con el espejo 3 (ES) a
la rendija de salida y el lente "zoom" (Z) los corrige de abe-
rraciones crdémicas y los mantiene automiticamente afocados en
un punto fijo en el compartimiento de la muestra, sin importar
la longitud de onda. En seguida, los dos rayos se igualan en in
tensidad con el atenuador dual (AD), este balanceo niega la ab-
sorbencia absoluta de la muestra a las longitudes de onda se-

leccionadas y minimiza el efecto de dispersidén de la luz. Después
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de ser igualados, ambos rayos son reflejados de manera alter-
na en la celdilla de la muestra, de la siguiente manera£ el es-
pejo giratorio (E4) tiene 4 espejos espaciados a la misma dis-
tancia, cada revolucidn del motor corresponde a 4 ciclos, la
mitad de un ciclo consiste en el tiempo en que uno de los espe-
jos rotantes estid interceptando al rayo y la otra mitad, al -
tiempo en que el rayo pasa entre dos de los espejos giratorios.
Durante una porcidn del ciclo, el rayo MONO 1 es reflejado por
este espejo a la celda de la muestra y en este ﬁomento, el ra-
yo MONO 2 es bloqueado por el mismo espejo; al girar el espejo
y dejar el paso libre a los dos rayos, el rayo MONO 2 es refle-
jado por el espejo 6 (E6) a la muestra, mientras que el rayo
MONO 1 es reflejado por el espejo 5 (Eg) al obturador 2 (0,)
que lo bloquea. Asi, durante la mitad del ciclo, el rayo MONC 1
es reflejado a la muestra Yy aurante la otra mitad, el rayo MONO
2 es el reflejado. Después de que los rayos MONO 1 y MONO 2 pa-
san a través de la muestra, prosiguen alternativamente al cito-
do del tubo fotomultiplicador (FM), en el que se generan dos se-
fiales de corriente separadas en el tiempo. Estas corrientes se
convierten en las seflales de referencia y muestra, y se aplican
a los amplificadores respectivos. El espejo giratorio (E4) pPro-
duce pulsos de sincronizacidn dptica que generan: pulsos de re-
ferencia sincronizados, que dan salida a sefiales de referencia
a través del amplificador de referencia; pulsos de la muestra
sincronizados que dan salida a sefiales de muestra mediante el

amplificador de la muestra; y sefiales de tiempo que mantienen
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la velocidad de este espejo a 250 & 1000 Hz. Las salidas de
los amplificadores de la muestra y de la referencia son de
corriente directa (CD) . Tanto la sefial R, como la sefial M,
son aplicadas directamente al amplificador diferencial, este
amplificador toma la diferencia entre estas dos sefiales y la
aplica al circuito de absorbencia (ABS.) o al de transmitan-
cia (T). Este circuito atenda la sefial diferencial y la apli-

ca en escala al eje Y del graficador.

VI. MEDICION DEL TRANSPORTE DE Ca*.

Se han descrito varios métodos para medir el transpor-
te de calcic de sistcmas biol6gicos; entre los procedimientos
mids comunes estidn el de la distribucidn isotdépica, espectros-
copia de absorcidén atdmica, electrodos especificos e indicado-
res fotoluminiscentes, fluorescentes y absorbentes (112-124).

Los indicadores de calcio absorbentes han sido utili:za-
dos para medir la cinética del transporte en células y en fraccio
nes celulares, como mitocondrias; estos indicadores metalocrd-
micos son substancias que cambian el color cuando la concentra-
cidén de calcio en la solucidn cambia, siendo la diferencia de
color entre el indicador libre (Ind) y el complejo indicador-
calcio (Ind—Ca2+), grande, por lo que pueden ser usados para
determinar cuantitativamente la concentracién del metal en el
medio (119-124).

Aunque una gran variedad de substancias puedan formar
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adecuadamente complejos con calcio, para medir su transporte
deben cumplir con los siguientes requisitos: a) el indicador
debe ser soluble en agua y tener el minimo coeficiente de par-
ticidén en la porcidén apolar de la membrana, lo que no permite
la unidén o penetracidn del indicador a ella. Asi, los cambios
de absorbencia pueden relacionarse con la concentracidn de Ca2+
en la solucidén extramitocondrial; b) el indicador no debe te-
ner efectos laterales sobre la funcidén y estructura celular,
en este caso de la mitocondria; c) debe ser selectivo para cal-
cio, lo que quiere decir, que debe reaccionar solo con calcio

o bien, que el complejo Ind-Ca2+ posea propiedades fisicas o
quimicas particulares, de tal manera que aunque la reacciéﬁ del
indicador con el Ca2+ no sea especifica, se pueda lograr o au-
mentar la selectividad al escoger las condiciones experimenta-
les apropiadas y asi detectar el transporte de calcio en presen
cia de otros cationes. La medicién selectiva del transporte de
calcio en presencia de otros iones, generalmente se logra se-
leccionando el par de longitudes de onda adecuado. Se debe te-
ner cuidado de excluir cualquier interferencia cruzada de H+,
Na+, K" y Mg2+, los cuales ademads de estar presentes en la pre-
paracidn bioldgica, se redistribuyen durante su funcionamiento;
d) la constante de velocidad de formacidn del complejo Ind-Ca2+
debe ser 1o m4s alta posible, para que el transporte que se
estd midiendo tenga un tiempo de resolucidén aceptable. Esta es

una de las mejores ventajas que ofrecen estos indicadores, so-

bre las otras té&cnicas, ya que se pueden obtener cinéticas en
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el orden de los mseg o useg. La cinética del transporte debe

ser mds lenta que el tiémpo de relajacidn del complejo Ind-Ca2+;
e) las longitudes de onda que se escogen deben seleccionarse de
tal manera que la absorbencia del indicador pueda ser detectada
sin interferencia de cambios de absorbencia no especificos, es-
tos cambios de absorbencia surgen del "swelling" o bien de cam-
bios de absorbencia de pigmentos presentes en la mitocondria y
se pueden evitar mediante el uso de la técnica de doble rayo o
midiendo el cambio de absorbencia del indicador en un irea del
espectro en donde los pigmentos no absorban; f) el coeficiente
de absorbencia diferencial AE, entre el indicador libre y el com
plejo Ind—Ca2+ debe ser lo mids grande posible, ya que esto per-
mite que con pequeflas concentraciones de indicador, se puedan
medir los cambios de concentracidn del catidn y, g) la afinidad
del indicador por el calcio debe ser relativamente baja, de tal
manera que durante la medicidén la mayor parte del indicador es-
té libre, lo que permitird una linearidad en la curva de titula
cidén y también que no se modifique la concentracidén de calcio
libre debido a la presencia del indicador. Por lo tanto, aunque
los cambios de absorbencia que se miden son funcién del comple-
jo Ind—Ca2+, el equilibrio Ind < Ind—Ca2+ debe estar desplaza-
da hacia la izquierda, lo que indica que la concentracién de -
calcio en el medio de reaccidén debe ser menor que la K, entre

D
el indicador y el calcio.

A. SELECCION DEL INDICADOR.
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En la siguiente tabla se muestran las propiedades de

P P L2+ -
los indicadores metalocrdmicos para Ca~ , mds usados:

TABLA I

PROPIEDADES DE LOS INDICADORES MUREXIDO, ARSENAZO III Y ANTI-
PIRILAZO III.

Muréxido Arsenazo III Antipirilazo III

P.M, 284 776 746
Solubilidad HZO > 20 mM > 50 mM > 20 mM
Unidn a células o
a fracciones celu
lares. - - -
Efectos laterales
sobre estructura y »
fucibn. - - -
Ind-Ca®*
KD (a 50 mM y 0.5M 1-3 mM 15-60 uM 60-400 uM

KC1).
a M em™T) -6 . 25 .7
Tiempo relajacidn. < 2 seg > 2.8 mseg 180 pseg

La seleccidn se realiz6 basicamente tomando comoc punto
de referencia la concentracién de calcio que se adiciona al me-
dio. Como esta concentracidn es de 400 uM, el indicador adecua-

do segin el inciso g), es el muréxido ya que su KD= 1-3 mM. En
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cuanto a sus demis propiedades, el muréxido cumple con los re-

quisitos establecidos con anterioridad.

B. SELECCION DE LAS LONGITUDES DE ONDA ADECUADAS.

Para ello se obtuvieron los siguientes espectros dife-
renciales:
1. Muréxido vs Muréxido + Ca®’ (Fig. 4a).

2, Muréxido vs Muréxido + Mg2+ (Fig. 4 b).

1. Muestra la diferencia del espectro para muréxido des
pués de que se afiadieron distintas concentraciones de Ca2+'a la
celda de la muestra. La presencia de calcic induce un incremen-
to de absorbencia del muréxido a una Amax = 475 nm y un decre-
mento a una Amin = 547 nm, con un punto isosbé&stico a 509 nm.
En principio, los cambios de concentracidén de calcio se pueden
medir como los cambios que sufre el indicador a A___ 0 A_._ .

max min
Sin embargo, como ya se habia dicho las mediciones de los cam-
bios de absorbencia a una sola A, son insatisfactorios en pre-
sencia de mitocondrias y especialmente durante el transporte
de calcio dependiente de energia, ya quc los cambios inespeci-
fi;os de absorbencia como lo son el '"'swelling'" o la precipita-
cidén, pueden ser aln mayores gue los debidos a cambios en 1la
concentracidn de calcio. Como estos cambios inespecificos apa-

recen en una amplia drea del espectro, pueden ser minimizados

o abolidos como ya se habia mencionado, con el uso de la técni
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ESPECTROS DIFERENCIALES MUREXIDO vs MUREXIDO

EL medic de suspensifn basal para ambos, Lué
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ca de doble rayo. Con esta técnica los cambios inespecificos
de absorbencia serdn iguales en ambas longitudes de onda, dan-

do como resultado un cambio de absorbencia nulo.

2. Muestra el espectro diferencial muréxido vs muréxi-
do + varias concentraciones de Mg2+. La presencia de Mg2+ pro-
duce un cambio de absorbencia con un pico ancho a x = 526 nn.
Como se puede observar solo altas concentraciones de este ca-
tidén, causan un cambio de absorbencia considerable por lo que
se ha juzgado que el muréxido es especifico para Ca2+. Sin em-
bargo, como precaucidn se han seleccionado dos longitudes de
onda, a las que cuando se mida la absorbencia del muréxido-en
funcidn del tiempo, solo el Caz+ y no el Mg2+ produzca cambios
de absorbencia.

Las flechas de la Fig. 4 indican las longitudes de on-
da seleccionadas: X1 = 474 .8 vy A, = 584.2, a las que la ab-
sorbencia producida por el Mg2+ es la misma, lo que tiene comc
consecuencia que al aplicar la técnica de doble rayo, la sefial
para este metal sea nula. En cuanto a la absorbencia generada
por la unidn del Ca2+ al muréxido, a estas longitudes de onda,
se observa que a 474.8 hay una absorbencia positiva (+), v a
584.2 una absorbencia negativa (-), al aplicar la técnica de
doble rayo, ambas longitudes de onda se restan, lo que daria
como resultado una absorcidn ain mayor. Por lo tanto, con es-

tas longitudes de onda, solo se observari sefial en presencia

de Caz+ y no de Mg2+, al aplicar el doble rayo.

..46 -



V11, CONDICIONES QUE SE MANTUVIERON CONSTANTES EN TODOS
LOS_EXPERIMENTOS.

1. Medio de suspensidn basal:
10 MM TEA-C1 (pH 7.4)
15 mM KC1
200 mM Sacarosa-TEA (pH 7.4)
50 uM Muréxido

1.5 mg proteina/ml
2. VolGmen de la celda = 3 ml.
3. Temperatura ambiente.
4., Mitocondrias depletadas de Pi enddgeno.

5. Todas las mediciones fueron realizadas considerando
paridmetros cinéticos, obtenidos por la técnica de
doble rayo usando las longitudes de onda A?=474.8 nm

Y Ay = 584.2 nm.

6. Las reacciones fueron iniciadas con la adicidn de

400 uM de CaClz.

7. La solucién de muréxido era preparada el mismo dia

del experimento.
X

VITI. CALCULJS.

- . L2+
1. La sefial correspondiente al transporte de Ca para

cada experimento se obtiene restiandole punto a punto =} grifi-
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co que se registra cuando el medio de reaccidn corresponde ex-
clusivamente al medio de suspensidn basal.

2. Al final de cada experimento se realiz6 una titula-

. . . s . 2+ - -
cidén con distintas concentraciones de Ca” , registriandose los
cambios de absorbencia producidos.
2+ .

3. Los nmoles de Ca acumulados para cada experimento,
se calcularon para cada punto del registro correspondiente al
transporte del catidén, en base a la titulacidén final del mismo.

2+ 2+ <

4. 200 yM Ca® = 110 nmoles Ca” /mg proteina.

5. Cada experimento se realizé por lo menos por tripli-
cado.

6. Las figuras muestran el promedio de los experimentos

realizados.
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RESULTADOS

El andlisis de los cambios en la concentracidén intra-
extra mitocondrial de calcio, debidos a la presencia simultd-
nea de Pi, nigericina y B-hidroxibutirato (1), se realizé de la
siguiente manera:

I. La cinética del proceso.

II. La especificidad del sustrato.

III. La especificidad anidnica.

IV. Efecto de la N-etilmaleimida.

V. Efecto del B8-hidroxibutirato como anidn.

VI. Efecto de la concentracién de nigericina.

I. LA CINETICA DEL PROCESQ.

En la Fig. 5 se muestra la cinética del fendmeno y se co-
. . -6
rrobora que efectivamente a una concentracién de 0.14 x 10 "M, 1la

- 3 3 - - - +
nigericina (en condiciones en las que selectivamente excluye K ¥y

P

+ . . . . . . .

mete H a la mitocondria) en presencia de Pi y 8 -hidroxibutirato,
promueve la acumulacidn de Ca2+ la cual en cambio es prédcticamen-
te nula cuando solo hay ghidroxibutirato + Pi en el medio. Sin

embargo, analizando el proceso cinético se observa que:

A. En ausencia de nigericina y de Pi afiadidos al medio,

-49-



el B-hidroxibutirato causa una discreta acumulacidn inicial de
Ca2+, seguramente asociada a la formacidn de un ApH, descrito
por diversos investigadores (51,57). El1 ApH generado, se deri-
va de la alcalinizacidn de 1a matriz mitocondrial por el bombeo
de protones al exterior, acoplado a la oxidacidén del sustrato.
Por lo tanto, se puede inferir que la entrada inicial de calcio
a la mitocondria, no requiere de Pi (91). Una vez que ha ocurri
do la entrada rapida de CaZ+, €ste empieza a ser reciclado a tra
vés de la membrana, por lo que se observa una pendiente de eflu-
jo del catidn, la cual se estabiliza una vez que la concentra-
cidn de ca’* alcanza el equilibrio (Fig. 5, o)

B. Cuando al medio experimental se agrega fosfato ademis
de B-hidroxibutirato, el primer anidén causa una entrada inicial
de catidn mayor que la que se observa finicamente en presencia del
sustrato. Esto posiblemente ocurre debido a que la entrada de H+,
en simport con el Pi, amortigua el medio alcalino interno existen
te, que habia sido promovido por la respiracidn. Este efecto bu-
ffer a su vez origina que el cambio de pH se vea constreiiido v
que el AY se mantenga a un nivel en el que ocurre una mayor acu-
mulacidn del catidn. Despuds de esta entrada inicial, se manifies
ta el reciclaje, observindose que el eflujo se acelera notablenmen
te por la presencia de Pi (Fig. 5, A)

C. Por Gltimo, al afiadir nigericina al medio, es eviden-
te que la entrada de calcio inicial no se ve afectada notablemen-

te con respecto a la observada cuando s8lo hay Pi y 8-hidroxibuti
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EFECTO DEL ICNOFOROﬂ;ﬂ\jIGERICINA y/0 FOSFATO SOBRE
£l TRANSPORTE DE Ca® , EN PRESENCIA DE 8-HIDROXI-

BUTIRATO. EL medic de suspensifn basak, es el descrnite

en "Mtodos" + 5SmM R-OHBuwtO (TEA] pH 7.4, En{a)yla)el me-
dio contiene ademds 2.5 mM P4; v dnlcamente enld) el medic
tiene 0.14 x 1075 de Nigewicina. La reacelln a Lempera-
tuna ambiente, se inicid af tilempo =0 con La adicidn de
400 uM de CaCl:.
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rato. Sin embargo, cuando el reciclaje se inicia se observa que
la salida del catién disminuye en forma considerable, debido a
la presencia del iondforo (Fig. 5, 4).

Por lo tanto, el presente experimento demuestra sin lu-
gar a dudas, que la aparente acumulacidn de Caz+ adjudicada a 1la
nigericina en observaciones previas (1), es debida en realidad a
la inhibicidn del eflujo del idén divalente causado por la nige-

ricina y no como se habia pensado, a la aceleracidén del influjo

promovida por el ionéforo.

IT. LA ESPECIFICIDAD DEL SUSTRATO.

Al analizar la especificidad del fendmeno con respecto a
sustratos que junto con el B-hidroxibutirato,'se oxidan en el com
plejo NADH-Citocromo b (tradicionalmente denominado el sitio 1),
como son el glutamato, el piruvato y el par glutamato-malato, se
observd que ninguno de ellos -con excepcidn del B-hidroxibutirato-
promovian la inhibicién del eflujo del catién, en presencia de ni
gericina. Ademéds, tampoco permitian la salida ripida de calcio en
presencia de Pi, como la que se observd cuando el sustrato era 8-
hidroxibutirato (Fig. 6A-C).

La entrada inicial de calcio promovida por los tres sus-
tratos sefilalados fué muy similar, teniendo las.siguientes carac-
teristicas genérales de interpretacidn: a) en‘presenéia de sus-

trato solo, la entrada inicial se ve limitada por la formacidn
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FIG, 6 EFECTO DEL TONOFORO NIGERICINA y/0 FOSFATO SOBRE ’
EL TRANSPORTE DE Ca**t, EN PRESENCIA DE: A} GLUTAMATC -
MALATO; B) PIRUVATO Y C) GLUTAVATO . EL meddio de suspen-
s46n es ddéntico at de La Fig. 5, s6Lo que en fuaat de 5 mit -
OHBut(® , 4se agregaron: 7.5m\{ alutamato, 2.5 mit malate U 2
MgCL, en Al; 5 mM niwvate en BY; oy 5 omid glatamato on 2ylia
neaceidn a temperatura ambiente, se inieis al tiemoc =y C0it
2a adicifn de 400 uM CaCl,. Las concentracicnes de POy niad-
nicina que se adiclonaron & 206 medics de reaccdéin corTeIPINs
dientes, 4ueron {as mismas que pard La Fia. 5.
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del ApH generado; b) en cambio, cuando hay Pi en el medio, el a-
batimiento de este ApH promueve una mayor entrada de Ca2+ y; C)
en los tres casos; se observa que la nigericina disminuye lige-
ramente la entrada inicial debida al Pi. Posiblemente este Glti-
mo sea un efecto de inhibicidén similar al presentado cuando el

Pi se adiciona en exceso, como se muestra en la Fig. 10 . Esto es,
el exceso de H' hace que el ApH se colapse y que la entrada elec
troforética de Ca2+, se inhiba (Fig. 6 A-C).

En la Fig. 7 se presentan los resultados obtenidos cuan-
do el sustrato oxidado (ahora en el complejo Citocromo b-c, tam-
bi&n denominado Sitio 2), es el succinato. En esta figura se ob-
serva que:

De modo similar a los otros sustratos estudiados, 1la en-
trada de calcio debida Gnicamente a la oxidacién del sustrato, es
menor que la que ocurre en presencia de sustrato y Pi. Asimismo,
la nigericina provoca que 1l1la entrada debida a succinato + Pi
se vea ligeramente inhibida.

Con respecto a la fase de eflujo se encontrd que el succi
nato no la promueve y que tampoco, el fosfato ni la nigericina la
facilitan. Este dato estaria en aparente contraposicidn con la to
pologia de los resultados obtenidos en vesiculas invertidas en 1los
que la entrada y no el eflujo de Ca2+ a ellas ocurre con succina-
to + ATP + Pi (98). En seguimiento simple a esta observacién, de-
beria haberse obtenido un marcado eflujo de Ca2+ con succinato +
fosfato. Sin embargo, puede argumentarse que, en nuestro caso, en

el que se trabaja con mitocondrias intactas, la presencia de ATP,
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EL medio de suspensibn es Ldéntico al de 2a Fia. 5, s6fc que
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nigenicina en(a), La temperatutra y La concentraciln de CaCd-
con La que se fnicid La reaceibn, fueron Ldénticas que en La
Fig. 5.
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Pi y succinato en el interior de la mitocondria, sea un factor im
portante para la retencidn no especifica del catidn divalente
(56), tal y como sucede en el caso de las vesiculas invertidas
(99) y no que necesariamente el control especifico de influjo vs.
eflujo requiera de estos componentes. En nuestros experimentos,
es de esperarse que el contenido de ATP intramitocondrial sea re-‘
lativamente alto ya que la deplecidén de Pi endbgeno ocurre a ex-
pensas de su esterificacién con ADP afiadido. Entonces, como el
ATP estid presente en una proporcidn similar de concentracién en
todas las preparaciones ensayadas y el Pi es también un factor
constante, es plausible pensar que las variaciones encontradas en
la retencidn del catidn sean exclusivamente dependientes dei tipo
de sustrato utilizado.

El estudio con ascorbato, sustrato que se oxida en el seg
mento Citocromo a;-az (denominado sitio 3), did como resultado 1las
observaciones que se presentan en la Fig. §:

La entrada inicial de Ca2+ en presencia {nicamente del
sustrato, la cual refleja una pendiente hiperbdlica clara, sola-
mente parece estar limitada por la formacidén de un ApH; la presen
cia adicional de Pi en el medio, amortiguaria el ApH generado,
permitiendo una mayor acumulacidén de calcio (Fig. &, o). Por o-
tro lado, la nigericina disminuye ligeramente la magnitud de 1la
acumulacidn (Fig. §, 8). Asimismo, y en forma similar a la obser-
vada con el succinato, no se observd eflujo del catidn en presen-

cia de ascorbato + TMPD y fosfato + nigericina.
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Por 1o tanto, puede concluirse que la inhibicidn del eflu
. 2+ . - . . .
jo de Ca mediado por la nigericina y su correspondiente acelera
cidn promovida por el Pi, sdlo ocurren de modo muy especifico cuzan

do el sustrato oxidado es el B-hidroxibutirato.

ITT. LA ESPECIFICIDAD ANIONICA,

Una vez encontrada la especificidad del fenémeno descrito,
en relacidn con la variedad del sustrato oxidado, se decidid anali-
zar si el proceso se repetia en presencia de aniones similares al
Pi. Esto es, aniones que al entrar a la mitocondria cotransportan
H+, o bien, aniones permeantes de carga no localizada que penetran
a mitocondrias comn metabolismo inhibido (82,92), pero no lo hacen
en mitocondrias metabdlicamente activas que respiran en presencia
de calcio, como 1lo es el SCN .

El resultado tipico de este estudio, se muestra en la Fig.
9. En ella destaca el hecho de que el anidn acetato no sustituve
el efecto del Pi, ya que no se produce un eflujo significativo del
catidn en presencia del acetato (F{g. 9, o); ni la nigericina pre
viene la discreta salida de Ca2+ observada (Fig. 9, A).

En la siguiente figura (F{g. 19), se muestra el resultado
del estudio llevado a cabo con distintas concentraciones de dife-
rentes aniones, sobrepuesto al efecto mediado por B3-hidroxibutira
to, Pi y nigericina, en la relacién que poseen en el eflujo de

2
Ca“’. En ella se grafica la relacidén del eflujo causado por la
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-FIG.
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ESPECIFICIDAD ANTONICA. EFECTO DE LA CONCENTRACICN
DE DIFERENTES ANIONES SOBRE LA RELACION: EFLUJO 8-
HIDROXIBUTIRATO + X {A }/EFLUJO B-HIDROXIBUTIRATO
+ X {A} + NIGERICINA. EL medio de suspensdln os Ld&nti-
co al de La th. 5, s6Lo que se adiclond al medic la cencen-

. thacibn de anddn, como se Aindica en La figura (0.5, 1.0, 2.5,

5.0, 10.0, 20.0 y 30.0 mM). La temperatura y £as concentracdc
nes de B~ h&d&ox&buthato nigericina LaCEZ, son Lauales qlie
en La Fig. 5.
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presencia del B-hidroxibutirato + Anidn, con respecto a la ob-
tenida cuando ademids se encuentra presente la nigericina. La re-
lacidén obtenida para todos los aniones estudiados, es siempre cer
cana a 1, a excepcidn hecha del Pi, lo cual indica que el eflujo
causado por anidn, en ningln caso es prevenido por la nigericina,
sino que se mantiene en un nivel relativamente constante. Por el
contrario, la relacidén experimental obtenida para el Pi a determl
nadas concentraciones es mayor que 1, presentando.un maximo a
2.5 mM Pi y disminuyendo conforme la concentracién de Pi aumenta,
hasta mantenerse en un valor aproximado de 1.

Con este experimento queda demostrada la especificidad del

fosfato inorgédnico, en el proceso de eflujo de Ca2+ causado espe-

cificamente

nJ

or R-hidroxibutirato e inhibido también selectivamen

te por la nigericina.

074824
IV, EFECTO DE LA N-ETILMALEIMIDA,

Posteriormente se analizd el efecto que en los flujos de
Caz+ puediera tener la N—etilmaleimida,/un inhibidor del simporter
Pi/H" (125). Sorprendentemente, se observa que la entrada de cal-
cio en presencia de B-hidroxibutirato y Pi, no se ve disminuida
por la presencia del inhibidor. Este hecho, a su vez, se ve apoya
do por la hipdtesis de que existe un influjo de Caz+ y Pi no de-
pendientes de NEM (44). Sin embargo, la salida del catidén divalen
te si se ve sensibleﬁente afectada por el inhibidor, mismo que

provoca una disminucién del eflujo de Caz+ promovido por Pi (Fig.
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11 A). Asimismo, la inhibicién del eflujo causada por la presen-
cia de nigericina se acentlGa notablemente con la NEM (Fig. 11 B).
Por lo tanto, al graficar la relacidn del -eflujo causado
por la presencia de B-hidroxibutirato, Pi y NEM con respecto al
eflujo observado con B-hidroxibutirato, Pi, nigericina y NEM vs.
distintas concentraciones de NEM, se observa una disminucién de
la relacdn hasta llegar a un valor aproximado de 1. En otras pala
bras, es evidente que, a mayor concentracidén de NEM, el eflujo
causado por el Pi se hace muy similar al observado en presencia

de fosfato y nigericina (Fig. 12).

V. EFECTO DEL 8-HIDROXIBUTIRATO COMO ANION.

Existia la posibilidad de que la especificidad del 3-hi-
droxibutirato en los flujos de Ca2+, se debiera al efecto que es-
te sustrato pudiera tener exclusivamente como anién (45,95); por
lo anterior, se decidid verificar esta posibilidad, inhibiendo su
oxidacidn con rotenona y usando como generador del potencial Ap,
al succinato.

Comparando los resultados obtenidos en presencia Gnicamen
te de succinato como agente reductor de la respiracién (Fig. 7),
con los encontrados cuando se adiciona ademds B-hidroxibutirato
~como anidn (Fig. 13), se observa que:

A. En presencia del anidn B-hidroxibutirato (Fig. 13), 1la

. . 2 . s 2+
oxidacidn del succinato promueve una entrada inicial de Ca que
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FIG, 13 EFECTQ DEL ANION g-HIDROXIBUTIRATO, SOBRE EL
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alcanza un mdximo aproximadamente a los 50 seg de iniciada la reac
cién, muy similar al que se logra en ausencia del anién alrededor
de los 300 seg (Fi{g. 7, o). Sin embargo, la presencia de este
anidén parece promover una salida de CaZ+, que comparativamente no
ocurre en presencia de succinato s6lo. Esto, por un lado, sefiala
que el R-hidroxibutirato no coopera como anidn con el succinato a
través de un posible cotransporte con H para aumentar la entrada
de CaZ+; por otro, también hace evidente un posible papel, s6lo

de un caracter parcial, que como anidn pudiera tener el B-hidroxi
butirato sobre el eflujo del catién divalente. Lo anterior nos
presenta una nueva perspectiva de andlisis sobre trabajos publica
dos con anterioridad (45,95), en los que se habld de 1la exigten-
cia de un posible cotransporte del anidén R-hidroxibutirato con
Ca2+, pero en los que no se toma en consideracidén la participacidén
del mismo en cuanto a las distintas fases del fendmeno de transpor
te de calcio, es decir, el influjo y el eflujo de éste.

B. Cuando ademds del anién B-hidroxibutirato no oxidable,
el medio contiene Pi, ya sea en presencia o ausencia de nigerici-
na (Fig. 13, 4 y A), la oxidacibén del succinato y la presencia de
aquellos promueven una entrada inicial de calcio que alcanza su
midximo a un nivel mayor que el encontrado previamente con el anidn
B-hidroxibutirato y el succinato solos. Este comportamientc es
muy parecido al observado en la Fig 7, A y©P, y se explica facil-
mente considerando que el Pi presente permite la desaparicién,aan parcial,
del ApH generado por la oxidacidén del succinato y como consecuen-

2+

cia ‘una mayor acumulacidén de Ca” . Asimismo, sSe encuentra que en

-66 -



en estas condiciones (Fig. 13, A y A) no se percibe eflujo alguno de cal-
cio como en la Fig. 7, Ay Ei, lo que nos sugiere que el Pi necesariamen-
te requiere de la oxidacién y no sbélo de lavpresencia fisica del
anidn B-hidroxibutirato para promover eflujo de Ca2+; en las cir
cunstancias del presente experimento, el Pi es un factor impor-
tante para la retencidn de calcio en la mitocondria, como ya ha
sido sugerido (99) como resultado de un estudio en vesiculas in-
vertidas.

Con estos resultados se puede concluir que el efecto del
B-hidroxibutirato en presencia de fosfato, es especifico sobre el
eflujo de calcio y se debe primariamente a su oxidacidén y no a su

transporte como anidén protonado.

VI. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NIGERICINA.

- - - 2 - Tf+
Se sabe que en las condiciones de pH, concentracién de X

externa y concentracidén de nigericina, que fueron utilizadas, és-
ta Gltima promueve un intercambioc eléctricamente silencioss en cl
que expulsa k" e incorpora H' a la mitocondria (40). Sin embargo,
cuando la concentracidén de nigericina aumenta se ha observado que
tiene accidn desacoplante debida a la formacidn de un dimero que
trahsporta carga neta, al translocar k" (126). Por lo tanto, se

decidié estudiar el efecto de la concentracién de nigericina so-

bre el cociente del eflujo en presencia de B-hidroxibutirato y Pi
con respecto al observado en presencia de f-hidroxibutirato, Pi

y nigericina. Se encontrd que esta relacidn tiene un midximo cuan-

do la nigericina estid a una concentracidn de 1.33 x 10‘0M ue
g y q
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ésta disminuye a medida que la concentracidén del ionéforo aumen-
ta. Esto nos ratifica la suposicidn de que el efecto causado por
la nigericina en presencia de B-hidroxibutirato y fosfato se de-
be a su accidén como translocador electroneutro K+/H+,'y por su-
puesto, que en &1 no participa la accién de la nigericina como
translocador de carga neta, abatiendo el AY negativo del inte-
rior de la mitocondria (Fig. 14).

En resumen, los resultados experimentales nos muestran
que la inhibicidn del eflujo de calcio causado por el ionéforo
nigericina, asi como la correspondiente estimulacidn del mismo,
mediado ﬁor el fosfato, son fendOmenos especificos dependientes
ambos de la oxidacidén del B-hidroxibutirato. También se demues-
tra que la nigericina tiene este efecto cuando funciona como an-
tiport electroneutrc y a su vez, que la NEM parece ejercer su ac
cidén especificamente en el eflujo de Ca2+ al interferir con el
transporte del anidn fosfato a través de la membrana.

A continuacidén se hard un andlisis de los resultados con

el propdsito de lograr el objetivo previamente planteado en 1la

Introduccidén de este trabajo.

-68 -



Efl.3-OHButO™+Pi/Efl, S~-OHButO™+Pi+ X [niger]

| L } A J'J — L

FIG.

14

003 005 008 O.l 0.4 1.351381.48 2.07

[NIGERICINA] x 106 M

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL IONOFORO NIGERICINA
SOBRE LA RELACION: EFLUJO 3-HIDROXIBUTIRATC + Pi/
EFLUJO B-HIDROXIBUTIRATO + Pi + X {NIGERICINA Y, EZ
medio de suspensifn es el mismo que el de fa Fia. &, inclu-
s4ve Las concentracicnes de P{ y 3-hiducxibutinato aghega-
das. La concentracin de nigericina vasid come se sefiada on
La figura (1.38, 6.9, 13.8, 41.4, 69.0 x 10 °M; 0.1, 0.14,
1.38, 2,07 x 107%M). La temperatura ¢ La concentracidn de

CaCl, con La que se {nicil Za heaccidn, jucron como en £a
Fig. 5.
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DISCUSTION

En esta seccidn se intenta integrar en lo general los re-
sultados, ya analizados previamente en lo particular, con el fin
de poder dar una explicacidn coherente a los hallazgos experimen-

tales.

I. EL_CALCIO RECICLA A TRAVES DE 1A MEMBRANA. EL av
REGULA SU INFLUJO Y EL apH DIRECTA Q INDIPFCTAMENTE FI EF1UIC,

En la presente tesis se estudidé la cinética del transpor-
te de calcio en mitocondrias de higado de rata, bajo condiciones
de deplecidén de fosfato. Estas condiciones de estudio fueron pro-
picias para el andlisis de la participacidn de los componentes AY
y Z ApH del potencial protdén-motriz, sobre el proceso de recicla-
je de calcio. Asi tenemos que en las Figuras 5-9, 11 y 13,scobserva
claramente el fendmeno de transporte de calcio, su reciclamiento
y su regulacidn por distintos factores ya sea especificos o no
especificos.

En relacidn a la participacidn de los componentes del po-

tencial protdn-motriz , sobre la fase de influjo, se puede deducir

tanto de las Figuras 5-9,‘17}’73;cmm)de miltiples reportes de la
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literatura (30,82,90,91), que la entrada inicial de calcio se efectia gra-
cias al AY generado en la respiracidn. Esto sin que se requiera primaria-
mente de algln agente que modifique el ApH formado, para que el proceso de
entrada del catidn pueda ocurrir; lo que queda, con cierto grado de obvie-
dad confirmado con la ausencia de requerimiento de fosfato para que se 1lle-
ve a efecto una entrada de Ca2+.

Con respecto al papel que juegan los componentes del potencial pro-
ton-motriz en la fase de eflujo, se establece ahora en forma incuestionable
que el movimiento de este catidn a través de la membrana presenta caracte-
risticas especificas cuando el fendmeno se observa en condiciones en las
que se encuentra presente el B-hidroxibutirato como sustrato y el Pi como a
nién. Por otro lado, y como aportacidn también del presente trabajo se-pue-
de concluir que el efluijo del catidn parece estar selectivamente regulado,
directa o indirectamente por el componente Z ApH del potencial protén-motriz.
Esto se deduce del hecho de que la nigericina, no hace otra cosa que finica-
mente promover un cambio de ApH -al intercambiar K+/H+ en un proceso eléctri
camente silencioso (40)-, en paralelo a prevenir el eflujo del catidn diva-
lente regulando entonces su salida al modificar el ApH. Asimismo, el papel
del Z ApH puede ejercerse en el transporte de fosfato, requerido este {iltimo

entonces como evento indispensable para el eflujo de Ca2+

. E1 hecho de que la
nigericina inhiba la acumulacién de fosfato en mitocondrias intactas (110),
podria explicar también la participacién del ApH en el eflujo del
catidn divalente. Otros puntos a favor de las sugerencias seflaladas se en-
cuentran en las Fdlgunas 11 y 14, La F{g. 14 indica que es a par-

tir de una concentracidén de 1.48 x 10'6

M, que el efecto de inhi-
bicidn por parte del iondforo sobre el eflujo empieza a abatirse.

Esto es compatible con el hecho bien conocido de que cuando la concentracidn
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de nigericina aumenta a >1.48 x TO'GM, €sta empieza a formar di
+ . . .

meros conductores de K , 1lo que implica una translocacidén de car

ga neta (126), lo que a su vez reafirma la hipbtesis de que el

paso del Caz+

de la mitocondria al citoplasma es regulado, directa
o. indirectamente por la diferencia intra-extramembranal de pH y ﬁo ror el com
ponente eléctrico del potencial protdén-motriz.

Asimismo, la Fig. 17, en la cual se encontrd que la NEM
inhibe el eflujo de calcio en mitocondrias depletadas parcial-
mente de Pi enddgeno, noé vuelve a indicar que el factor que re-
gula este proceso de eflujo es el ApH, ya que como se sabe 1la
NEM inhibe el cotransporte Pi/H+, el cual no afecta al componen-
te AY, pero si lo hace con el Z ApH. Debe sefialarse sin embargo,
que este Gltimo resultado requiere de ser analizado en relacién
a algunos reportes de la literatura en los que se observa que la
NEM favorece la salida de calcio (127,128), en mitocondrias no
depletadas de Pi. La explicacidn a este fendmeno (127) ha sido
poco satisfactoria toda vez que se atribuye a un deslocalizado e-
fecto de la NEM sobre el estado energético de la membrana interna

mitocondrial.

IT, LA 8-HIDROXIBUTIRATO DESHIDROGENASA ESTA INTIMAMENTE
RELACIONADA CON EL EFLUJO DE Ca™" GENEPARO POR LA OXIDACINN DEL
B-HIDROXIBUTIRATO EN PRESENCIA EXCLUSIVA DE FOSFATN,

Las Figuras 6-10 v 13, muestran que tanto el efecto inhi-

bitorio de la nigericina sobre el.eflujo de calcio comoc la acti-



vacidén de éste por el fosfato, sdlo se manifiestan cuando el 8-
hidroxibutirato estid presente como sustrato oxidable. Esto a su
vez, nos lleva a pensar que posiblemente la B-hidroxibutirato
deshidrogenasa membranal esté actuando simultidneamente como trans
locador de un dcido carboxilico tanto como enzima oxidativa, en
asociacidn directa con el acarreador de Pi. Esta asociacién pa-
rece ser topolbgicamente asimétrica, ya que la NEM inhibe la fa-
se de eflujo y no asi la de influjo, lo cual a su vez nos lleva a
considerar que el proceso de influjo, el aumento en el transporte
de calcio con fosfato, no es debido principalmente a la entrada
de Pi/H+, como lo han sugerido otros autores (44). AGn mds, puede
ser razonable pensar que el producto de oxidacidn del e-hidfoxibg
tirato, el acetoacetato, tenga un papel importante en el proceso;
ésto se infiere en base a que otros autores han observado que en
su presencia -de acetoacetato- el eflujo del catién aumenta (1090).
Los autores sefialados, han relacionado al proceso de eflujo con
el estado de 6xido-reduccidn de los piridinnucledtidos, quedando
en sus propuestas implicito el papel regulador central de la NADH
deshidrogenasa. Sin embargo, con los resultados de la Fig. 6 se
puede reconsiderar la hipStesis de Lehninger y col. (100), ya que
los sustratos estudiados en esta figura aGn cuando modifican del
mismo modo el estado de 6xido-reduccidn de los piridinnucledti-
dos, al oxidarse, no promueven el eflujo de Ca2+, como lo hace el

R-hidroxibutirato.

11T, LA OXIDACION DEL s-HIDROXIBUTIRATN ES LA OUE FAVORECE
LA SALIDA DE Ca°* DE LA MITOCONDRIA AL CITOSAL.
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Del andlisis de las Figuras 7 y 13, se.concluye que la
oxidacidén del B-hidroxibutirato juega un papel central en el con
trol del eflujo de Ca2+. Es inicamente cuando este sustrato se
oxida, que la adicidén de Pi causa una salida abrupta de Ca2+, lo
cual a su vez no se observa cuando el B-hidroxibutirato esté pre
sente como anién o bien cuando otro sustrato sea el que se oxi-
de. Por otro lado, en la F.ig. 13 (o), se hace evidente que el 3-
hidroxibutirato tiene un papel parcial como anidn en el eflujo
de calcio ya que permite su salida cuando la fuente reductora es
el succinato, aunque este efecto se vea anulado cuando ademds el

medio tiene Pi, en contraste con el estimulo del eflujo que se

encuentra con este Gltimo, cuando el B-hidroxibutirato se oxida.

IV, EN EL PROCESQ DE RECAMBIO DE CALCIO, LAS FASES DE
INFLUJO Y EFLUJO ESTAN REGULADAS DE DISTINTA MANERA,

Se cuenta con una serie de evidencias experimentales gue
sugieren que los factores que regulan la fase de influjo de cal-
cio son diferentes a los que regulan su salida. Entre algunas de
estas evidencias se tienen las siguientes: a) inhibicidn selecti
va de las distintas fases, por ejemplo, el rojo de rutenio inhi-
be al influjo y no al eflujo (76,78), o bien la nupercaina que
sdlo previene la salida del catidn sin modificar su ingreso (128);
b) ambos procesos siguen un patrdén de inhibicidén diferente con 1la

serie de los lantdnidos, es decir, el eflujo es mucho menos sensi



ble a ellos, siendo ademis su patrdn de potencial inhibitorio
opuesto al que corresponde al influjo (130); c) la entrada de
calcio se ve favorecida por ADP y ATP, siendo ésta inhibida por
atractildésido (68), por el contrario la salida del cafién se
frena con estos nucledtidos (131) y; d) la exclusidén del catién
de la mitocondria aumenta con: Na' en mitocondrias de algunos
tejidos (102), &cidos grasos (103), la oxidacidén de los piridin-
nucledtidos (100) y hormonas tiroideas (106,132), lo que no ocu-
rre con la fase de entrada del mismo a la mitocondria.

Por lo tanto y en base también a los rubros anteriores
se deduce que las fases de influjo y eflujo del reciclaje mem-
branal de calcio estdn reguladas por distintos factores. Por o-
tro lédo, parece ser que el influjo estd modulado principalmente
por el AY del potencial protén-motriz (30,82,90,91), sin embargo,
como contribucidn original de la presente tesis, es evidente que
el eflujo estd controlado directa o indirectamente por el compo-
nente termodinidmico Z ApH. También queda demostrado aque mientras
para el influjo no parece haber distincidn de efectos entre los
distintos sustratos oxidables estudiados (Figs. 5-8), si existe
esta Gltima para la fase de eflujo. Asi tenemos que la oxidacién
del B-hidroxibutirato en presencia de Pi promueve una salida casi
total de Ca2+, la cual no se repite con ningln otro sustrato, vya
sea de segmento 1, 2 o 3. Ademds el hecho de que la nigericina

modere el eflujo de calcio causado por el R-hidroxibutirato v no
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el que se observa con otros sustratos del sitic 1, nos indica que
muy probablemente el B-hidroxibutirato juegue un papel importan-
te en la regulacidn del eflujo del catidén divalente, asi como al
gin sistema natural que haga las veces de la nigericina, i.e., el
antiport mitocondrial Na+>K+/H+. También se demuestra én el pre-
sente trabajo que para que el B-hidroxibutirato cause eflujo de
calcio, se requiere compulsivamente de Pi (Fig. 5,A), lo que no
sucede para el proceso de entrada del catibn divalente, Por Glti-
mo, se hace aGn mds evidente el control diferencial entre influio
y eflujo de Ca2+ con el resultado de la Fig. 171, la cual indica
que el eflujo de CaZ+ es abatido por la presencia de NEM, mien-
tras que la penetracidén del idén al interior de la mitocondria no

lo es.

V, DIAGRAMA PROPUESTO PARA EXPLICAR FL CONTROL DEL RE-
CAMBIO DE CALCIO EN LA MEMBRANA MITOCONDRIAL.

En base a la regulacidn asimétrica del recambio de calcio
que se ha observado en el presente trabajo (F.igs. 5-713), tanto
como a las evidencias ya mencionadas en parrafos anteriores, v a
las pruebas experimentales obtenidas por otros autores con
estudios de transiciones energéticas (108), el modelo que se
propone para representar el sistema de transporte de calcio
(Fig. 15), involucra la asociacidn de un translocador de tipo ca

- . 2+ .
nal asimétrico para el Ca”™ , en paralelo con otros sistemas de

transporte para aniones, cationes monovalentes y protones. A con
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tinuacién se hace una descripcidn del modelo:

A. FASE DE INFLUJO.

A pesar de que se ha demostrado que el influjo de cal-
cio obedece al AY generado por la oxidacidén de cualquier sustra-
to (30,82,90,91), irrespectivo de la estructura de los mismos
(Figs. 5-8), se presta atencidn en este modelo al £-hidroxibutira
to ya que al estar involucrado en la regulacidn del proceso de e-
flujo, se torna de interés el analizar la manera en que pudiera
estar involucrado dentro del proceso total de recambio de calcio.
En consecuencia, se puede suponer que el B-hidroxibutirato e€s co-
transportado con H+, al interior de la mitocondria (91), posible-
mente mediante un componente molecular intimamente asociado a la
deshidrogenasa membranal, la cual a su vez oxida a este sustrato
en la cara interna de la mitocondria (133,134).

Posteriormente el producto de oxidacidn protonado es ex-
pulsado al exterior. La generacidn de la diferencia del potencial
eléctrico a través de la membrana, permite una acumulacidén de cal
cio limitada. En cambio, cuando hay Pi presente, €ste toma el ut
del acetoacetato, penetra a la mitocondria y amortigua el ApH
formado, con lo que se promueve una mayor acumulacidén de calcioc.
La'no inhibicidén de la NEM sobre esta acumulacidén del catidén, nos

lleva a aceptar la existencia de una asociacién directa entre un sistema de

transporte de fosfato insensible a.NEM y la deshidrogenasa.

B. FASE DE EFLUJO.
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En relacidén a la fase de eflujo de calcio, como ya he-
mos visto es favorecida especificamente por la oxidacidén de 8-
hidroxibutirato cuando el simporter Pi/H" se encuentra funcio-
nando y por el contrario, se inhibe cuando la actividad de este
Gltimo se nulifica con NEM, o bien, cuando se incremeﬂta la ac-
tividad del antiport c*/H' mediante el uso del ionéforo nigeri-
cina. Estos hechos nos llevan a suponer que el producto de oxi-
dacidén del B-hidroxibutirato, el acetoacetato (AcAcO ), juega un
papel importante favoreciendo el eflujo (100). Se propone en el
esquema que ésto se pueda deber a la formacidén de un ApH cuando
el acetoacetato sea cotransportado con H+; lo que podria también
explicar el por qué al salir Ca2+ de 1la mitocondria existe una
entrada simuitdnea de H' sin que haya aumento en el consumo de
O2 (100,106). Por otra parte, el hecho de que el eflujo se mani-
fieste cuando el simporter Pi/H" se encuentra funcionando, se
puede deber a que éste proporciona una fuente mayor de protones
que aumenta el ApH y por lo tanto la salida del catidn; esta su-
posicién se ve apoyada con la inhibicién del eflujo del catién
con NEM. Finalmente, se pone de manifiesto en este trabajo que en
realidad existe una asociacidn en paralelo entre los sistemas de
transporte de calcio, fosfato, B-hidroxibutirato y cationes monoc-
valentes, al encontrarse que la nigericina es capaz de regular el
eflujo, en similitud a lo que eventualmente podria ser el papel

del antiport mitocondrial Na'> K /HT.

VI. PAPEL DEL ANTIPORT C*/H" EN EL TRANSPORTE DE CALCIO,




Como ya se comentd con anterioridad, el hecho de que 1la
nigericina regule el eflujo de Ca2+ inicamente cuando éste es
causado por R-hidroxibutirato y Pi (Fig. 5, 4), da un indicio
de que el sistema natural mimetizado por la nigericina, es de-
cir, el antiport Na+>K+/H+, sea el responsable directo de 1la re-
gulacidén de este proceso.

De hecho se ha descrito la resolucidn y reconstitucidn en
liposomas de dos sistemas de transporte idnico de mitocondria de
corazdén (135), uno, un antiport CaZ+/H+ y otro un antiport Na+/H+,
pero nunca de un acarreador Na+/Ca2+ como se ha venido proponien-
do (101,102). Esto nos indica que efectivamente el antiport que
recambia cationes monovalentes por H es el responsable bioldgico
del nivel de Ca2+ en la mitocondria y en consecuencia uno de 1los
principales elementos en el control de la concentracién extramito
condrial o intracelular del ién calcio. Esto podria a su vez im-
plicar que la selectividad al Na' de membranas mitocondriales de
corazbén pueda quizd relacionarse con el contenido citoplidsmico

de Caz+

- - . .. R »F
en la célula cardiaca, mientras que la selectividad al K
de membrana mitocondrial de higado de rata relacione lo propio en

la célula hepitica.

VII. FUNCION BIOLOGICA DEL RECAMBIO DE Ca”* A NIVEL
CELULAR.

Aungue el proceso de acumulacidn de calcio por la mito-
P

condria se ha estudiado desde hace alrededor de 20 afics, la apre



e

ciacibén del papel critico que el transporte de calcio mitocon-
drial tiene en la homeostisis del Ca2+ celular y en consecuen-
cia de su papel como activador y regulador de diversos proce-
sos biolégicos (136), se estd apenas desarrollando. Entre estos
procesos se pueden ennumerar los siguientes: .

1. Activacidn e inhibicidén de sistemas enzimaticos, co-
mo son: la succinico deshidrogenasa, la piruvato kinasa, la a-
glicerofosfato deshidrqgenasa y la piruvato deshidrogenasa fos-
fato fosfatasa (137-140).

2. Activacién de sistemas contrdctiles como son las mio
fibrillas de mGsculos esquelético y 1liso (141-1443}.

3. Regulacidén hormonal, como la liberacidén de insulina
y vasopresina (145-146).

4. Transmisidn neuronal, es decir la liberacidn del neu
rotransmisor (147-148).

2+

En ellos, el control por parte del ién Ca se manifies

ta cuando ocurre un cambioc en la concentracidén de calcio cito-

plasmico, de niveles normales de 10'8-10-7M, a niveles activa-

dos que pueden llegar a alcanzar una concentracidn de TO_SM.

Por otra parte, se ha encontrado que la mitocondria en ausencia
de fosfato, sb6lo acumula hasta 10 umol Ca2+/g teiido in vivo, e
in vitro dnicamente 100 nmol Ca2+/mg proteina (57,149} ; 1o cual
implica que la prdctica totalidad de Caz+ celular no se encuen-
tra en la mitocondria. Esto Gltimo ha sido notablemente apoyado

a partir de los hallazgos de que las mitocondrias poseen un sis

tema de transporte responsable del eflujo de calcio v que cual-



quier alteracidén en la actividad de este sistema da como resul-
tado un cambio en la distribucidén de Ca2+ entre el citosol y la
mitocondria (150-151).

Por lo tanto, posiblemente el evento mids importante en
el recambio de calcio mitocondrial, sea el control de su eflujo
dependiente de variaciones en el ApH. Asimismo, el hecho de en-
contrar en este trabajo que el eflujo estd critica y centralmen
te regulado por la oxidacién del B-hidroxibutirato en asocia-
cién con el ién fosfato, y que a su vez este eflujo se encuen-
tra bajo el control del antiport C+/H+, abre una nueva perspec-
tiva para le mejor comprensidén de este proceso, que ie permite
al idén Ca2+ ejercer su papel regulatorio sobre gran nimero de

reacciones del metabolismo celular.



CONCLUSTIONES

Del andlisis de los experimentos se concluyen los si-
guientes puntos:

A. Las fases de influjo y eflujo correspondientes al
proceso de recambio de calcio en la membrana mitocondrial -cuan
do el B-hidroxibutirato se oxida- estdn reguladas de distinta
manera por los componentes del potencial protdn-motriz genera-
do en la respiracidn. Asi el AY regula el influjo v el ApH di-
rtecta o indirectamente el eflujo.

B. E1 B-hidroxibutirato favorece selectivamente el e-
flujo de calcio, en presencia del anién fosfato.

C. En relacidn a2 la selectividad que el A-hidroxibuti-

rato tiene sobre el eflujo de calcio, sefialadz en el ndrrafo

W

anterior, se encontrd que ningln otro dcido mono-, di- o tri-
carboxilico lo reemplaza. Este eflujo de Ca2+ es debido a su
oxidacidn ¥y no al papel due como anidn pudiera ejercer.

D. E1 fosfato es requerido en el interior de la mito-

condria para que cxista eflujo de calcio, El ida fosfato no

puede ser suplantado por ninglin ctrc anidér de los ensavados ex

perimentalmente.
E. Parece existir una relacidn directa entre la activi

dad de 1a 2-hidroxibutirato deshidrogenasa el fendmeno de
&

™~)

+

transporte de Ca”™ , particularmente ea la fase de eflujo del



mismo.

F. Como la NEM abate al eflujo de Ca2+ causado por el
B-hidroxibutirato + Pi, y no asi a la fase de acceso del catiédn,
se colige una asociacidn directa entre el cotransporte de Pi, el
B-hidroxibutirato y el Ca2+ en la entrada del catidn; esta aso-
ciacidn parece ser independiente del simporter Pi/H'. Mientras
que para la salida del catidn esta asociacidn si involucra al
simporter Pi/H".

G. EI eflujo de ca?? causado por la oxidacidén del B-hi-

droxibutirato en presencia de Pi, se previene con nigericina.
En consecuencia, un mecanismo de¢ regulacidn fundamental del eflu
jo de calcio, que posiblemente involucre el transporte de fosfa-
to, es el que desempefia el antiport oyt que en estos ekperimeg
tos esta mimetiz;do por el iondforo carboxilico de tipo antiport,
nigericina. -

H. Tantc el influjo como el eflujo de Caz+ poseen distin

tos mecanismos de regulacidn, por 1lo cua

jmt
i

e nropene la existen-

()

. i + .
cia de un translocador de Ca de tipo canal.

. . 2+ ‘ . -
I. E1 eflujo de Ca de la mitocondria, causado por =l
B-hidroxibutirato + Pi, puede ser de primordial importancia en

el control de reacciones metakélicas que requieran de calcio en

el citoplasma celular.
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