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I N T R O D U C C I O N  

La elucidación del mecanismo por el cual el ión calcio 

pudiera reciclar a través de la membrana mitocondrial, es de 

primordial importancia para comprender el papel regulatorio que 

ejerce este catión divalente sobre procesos biológicos fundanen - 

tales. Hasta la fecha, se han sugerido varios modelos mecanísti - 

cos para explicar este fen6meno, siendo éstos tema de debate. En - 

tre las observaciones publicadas al respecto, se ha señalado u- 

na asociación compulsiva existente entre l o s  procesos de acumu- 

lación de Caz+ y fosfato en mitocondrias con f3-hidroxibutirato, 

puesta en evidencia por e l  ionóforo para E.; , nigericina (1). 

Las mencionadas observaciones hasta l a  fecha 110 han podido ser  

explicadas, en cuanto al mecanismo subyacente que las determina. 

Con base en dichos resultados y con el fin de encontrarles una 

explicación a l o  que posiblemente pudiese constituirse en un ?r? - 

ceso regulatorio primario del transporte de calcio, se proyect5 

el presente trabajo. 

+ 

A través de un estudio cinético apropiado, la presente 

tesis trata de establecer condiciones adecuadas para el análisis 

de la participación de l o s  componentes del potencial protón- 

motriz, sobre e l  proceso de reciclaje de calcio en l a  membrana 

mitocondrial. Por otra parte, se intenta determinar la especifi- 

cidad del proceso, con respecto a la coparticipación de sustramr 

oxidables y aniones en el nismo, l o  que podría dar un idicio Le 

la existencia de a l g í l n  sistema estructural de transporte espez:--: 

-1- 



co de c a l c i o  o b i e n  de l a  a s o c i a c i ón  d e  v a r i o s  s i s temas  en para-  

l e l o .  Asimismo, l a  búsqueda de un c o n t r o l  b ioqu ímico  e s p e c í f i c o  

d e l  r e c i c l a j e  de  c a l c i o  p l an t ea  l a  a l t e r n a t i v a  de e s t a b l e c e r  13  

na tu ra l e z a  d e l  p roceso .  Del mismo modo, e l  a n a l i z a r  expe r imenta l -  

mente l a  a c c i ón  d e l  B -h i d r ox i bu t i r a t o  como s u s t r a t o  o como anion,  

p od r í a  ayudar a e s t a b l e c e r  s i  durante e l  p roceso  s e  r e q u i e r e  de  

l a  o x i dac i ón  d e l  á c i do  c a rbc l x í l i c o  y s i  e s t á  invo lucrada  con e s -  

p e c i f i c i d a d  l a  deshidrogenasa membranal co r r espond i en t e ,  en e l  

c o n t r o l  d e l  t r anspo r t e  d e l  c a t i ó n  d i v a l e n t e .  

F ina lmente  y ,  dado que un i o n ó f o r o  de s e l e c t i v i d a d  p r i -  
+ 

maria para K 

en l a  t r a n s l o c a c i ó n  membranal de  Ca (l), s e  i n t e n t a  e s t a b l e c e r  

l a  p o s i b l e  r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  e l  t r anspo r t e  de i ones  d i v a -  

l e n t e s  con e l  de monovalentes y p ro tones  en l a  mi tocondr ia .  

y H+, e s  e l  responsab le  de g ene ra r  cambios d i r e c t o s  
2+ 

A cont inuac ión  se  p r esen ta  un resúmen de l a  in fo rmac ión  

e x i s t e n t e ,  conducente a r e s o l v e r  e l  problema p lanteado .  

I I LA MEMBRANA, 

La membrana - i o l ó g i c a  r e q u i e r e  para su e s t ruc tu ra  y fun- 

c i ó n  de  m ú l t i p l e s  i n t e r a c c i o n e s  d e l  t i p o  p r o t e r n a - l í p i d o  (2 ) .  Los 

conceptos  d e  o r gan i z a c i ón  de e l l a  se han ven ido  mod i f i cando  desde 

que Davson y D a n i e l l i  (3) propusieron e l  pr imer  modelo en e l  a-ue 

se pos tu laba  que l a  membrana c o n s i s t í a  d e  una monocapa de po l i - ép -  

t i d o  que cubr í a  ambos l ados  de  una b icapa  l i p í d i c a ,  F i g . .  7 A. ?í5s 

t a r d e ,  Benson (4 )  s u g i r i ó  que l o s  cadenas p o l i p e p t i d i c a s  y l a c  me- 

-2- 
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léculas de llpidos se hallab,an intercaladas y organizadas en 

subunidades estructurales repetitivas, Fig. I B. Este modelo 

condujo a una discusión considerable (5) acerca de las inte- 

racciones lípido-proteína particularmente en términos de e- 

fectos alostéricos y cooperativos. Además, tamhien resultó incon 

gruente con toda la evidencia experimental que muestra que el 

grueso del llpido membranal e s t á  organizado en una bicapa ( 6 , 7 3 .  

- 

Actualmente, se considera a la membrana biológica es- 

tructurada en forma de un mosaico fluido, modelo postulado por 

Singer ( 8 , 9 ) ,  en el que las proteínas globulares se encuentran 

intercaladas en la bicapa lipídica en forma de islas, icebergs 

o estructuras móviles Fig. I C.  Este modelo ha sido apoyado ex- 

perimentalmente en estudios en l o s  que se demuestra la existen 

cia de interacciones lípido-proteína de tipo cooperativo, ya 

sean específicas (lo), que son fundainentales para la £unción 

típica de la proteína, la ciral depende de las características 

fisicoquímicas de su medio ambiente lipídico ( l l ) ,  o bien no 

específicas ( 1 2 ) .  También se ha demostrado la distribución asi 

métrica de los lípidos, mediante el uso de fosfolipasas, reac- 

tivos quimicos específicos y microscopía electrónica de crio- 

fractura (13,141. 

- 

- 

Por otra parte, investigaciones llevadas a cabo en nieni- 

branas artificiales formadas exclusivamente de lípidos ( I S ) ,  de- 

mostraron que la impermeabilidad a i ones  de la membrana estaba 

deterninada por la existencia. de la bicapa lipídica, sin embsrgo, 

se sabía que en l a  menbrana celular el f l u j o  de iones ocurTk COT 



una v e l o c i d a d  de v a r i o s  Órdenes de magnitud mayor que l a  p r e d i -  

cha ( 1 6 ) ;  e s t e  hecho quedó alclarado cuando a l  i nco rpo ra r  p r o t e í -  

nas t rans l ocadoras  de  i ones  a membranas modelo, se observó  que 

e f e c t i v amen t e  e x i s t í a  un f l u j o  a t r a v é s  de é s t a s  ( 1 7 ) . .  

I 

Una de l a s  membranas b i o l ó g i c a s  más comple jas  e s  l a  mem- 

brana i n t e rna  m i t o c o n d r i a l ,  ya que c on t i ene  a gran número de en-  

zimas y s i s temas  d e  t r anspo r t e .  La mi tocondr ia  p r esen ta  dos mem- 

branas:  l a  membrana i n t e rna  que forma invag inac i ones  en l a  ma t r i z  

para  formar l a s  c r e s t a s  (18,19), que e s  l a  ba r r e r a  de  p e rmeab i i i -  

dad y l a  membrana ex t e rna  que parece  ac tuar  como ba r r e r a  f í s i c a  

a s o l u t o s  r e l a t i v amen t e  grandes ( 20 ) .  Los dos s is temas membrana- 

l e s  d i f i e r e n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  en su composición química y p ro -  

p i edades  f l c i c a s :  la membrana e x t e rna  con t i ene  5 0 %  de p r o t e í n a  y 

50%  de l í p i d o ,  mient ras  que l a  i n t e rna  t i e n e  un 8 0 %  de  p r o t e í n a  

y só l o  un 2 0 %  de l í p i d o  (ZO), s i endo  e s t a  Úl t ima e l  s i t i o  donde 

se encuentran l o s  s is temas d e  t r anspo r t e  de e l e c t r o n e s  y t r ans -  

ducc ión e n e r g é t i c a  ( 21 ) .  La membrana i n t e rna  e s  a s imé t r i c a  q u í -  

mica y func i ona lnen te  (22,23), t en i endo  además una o r gan i z a c i ón  

v e c t o r i a l  e s p e c l f i c a  (24), e s  in t r ínsecamente  impermeable a H , 

-OH, C1-, a algunos aniones  y c a t i o n e s  (25-27) ,  pe r o  posee  una 

permeab i l idad  a l tamente  s e l e c t i v a  para i ones  y me tabo l i t o c  g r z -  

c i a s  a l a  p r esenc ia  de s i s temas  de t ranspor t e  e s p e c í f i c o s  ( 2 8 ) .  

+ 

11, TRANSPORTE DE IONES EN LA ,“1EYBRANA INTERNA NITQC2NDRIAC, 

Los s i s temas  de t r anspo r t e  membranales de l a  mi tocondr ia  

e s tán  func ionalmente  in t eg rados  en su a c t i v i d a d  y en su m2yoría 



presentan  r e l a c i o n e s  e s t equ iomét r i cas .  Muchos de e l l o s  ya han s i -  

do d e f i n i d o s  (21,28,29),  y aunque e l  d e s a r r o l l o  de pr inc ip io . :  me- 

c a n í s t i c o s  no se ha conc lu ido  se ha consta tado  que e s t o s  obedecen 

a l o s  pos tu lados  bás i c o s  de :La h i p ó t e s i s  quimiosmotica de  l a  f o s -  

f o r i l a c i ó n  o x i d a t i v a  (30,31) .  Los p r i n c i p i o s  g ene ra l e s  de e s t a  h i -  

s 

p ó t e s i s ,  se pueden resumir en cua t r o  pos tu lados :  

1. La ATPs in t e tasa  e s  una ATPasa r e v e r s i b l e ,  l o c a l i z a d a  en mem- 

brana, que posee  una es tequ iometr la -d í  /P c a r a c t e r í s t i c a  y cuyo 

func ionamiento  e s  p ro tón -mot r i z .  

2 .  La cadena r e s p i r a t o r i a  e s  un s i s tema p ro tón -mot r i z  quimioznó- 

t i c0  l o c a l i z a d o  en membrana, con una estequiometría+nk!'/2e- espe  - 

c í f i c a .  La po l a r i dad  deb ida  a l a  t r ans l o ca c i ón  de pro tones  a l  ex - 

+ 

t e r i o r  de  l a  membrana, es i g u a l  - para l a  a c t i v i d a d  redox  normal 

de l a  cadena r e s p i r a t o r i a  que para  l a  ATPasa cuando h i d r o l i z a  ATP, 

es d e c i r ,  p o s i t i v a  en e l  e x t e r i o r  y n e g a t i v a  en e l  i n t e r i o r .  

3. E x i s t e n  s i s temas  de t r ans l o ca c i ón  de s o l u t o s  asoc iados  a H + 

que permiten una e s t a b i l i z a c i ó n  osmót ica  y e l  t r anspo r t e  de  nr t a-  

b o l i t o s .  

4. Ambos s is temas s e  encuentran embebidos en una membrana topoió- 

g icamente  c e r rada  y a i s l a n t e ,  l lamada membrana acop lan te ,  l a  ciicil 

posee  una f a s e  no acuosa que s i r v e  de ba r r e r a  osmót i ca ,  de ba j a  

permeab i l idad  a s o lu t o s , en  p a r t i c u l a r  a H y a OH. + - 

De acuerdo a e s t a  h i p ó t e s i s ,  cua l qu i e r  reacc i i jn  o x i d o r e -  

ductora  p ro tón -mot r i z  generará  una d i f e r e n c i a  de p o t e n c i a l  p r ó t i -  

c o  A p  a t r a v e s  Ue l a  membrana, e l  cua l  e s t á  dado po r  l a  suma de  

l a  d i f e r e n c i a  d e l  p o t e n c i a l  e l é c t r i c o  generado A ? '  y l a  d i f e r e n c i a  

-6  - 
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d e l  p o t e n c i a l  termodinámico --CApEí, donde Z es  el f a c t o r  conven- 

c i o n a l  2 .303 RT/F y ApH es !la d i f e r e n c i a  de  pH, es d e c i r :  

Ap = A Y  - ZApH I 

donde: Z=60 mV a 25°C cuando l o s  p o t e n c i a l e s  e s tán  dados en mV 

y Ap a l canza  un v a l o r  e n t r e  1 8 0 - 2 2 0  mV (32,33). La ene r g í a  de e s -  

t e  g r a d i e n t e  puede ser usada para  l a  s í n t e s i s  de  ATP Ó bien para 

l a  t r a n s l o c a c i ó n  de  s o l u t o s ,  por  l o  que l o s  s i s temas  de  t ranspor -  

t e  de l a  membrana m í t o cond r i a l  e s tán  acoplados energé t i camente  a l  

g r a d i e n t e  de pro tones  generado po r  e l  t r anspo r t e  de e l e c t r o n e s .  

Los s i s temas  de t r a n s l o c a c i ó n  de  s o lu t o s  s e  pueden agru-  

pa r  en t r e s  grandes géneros  de acuerdo a l  t i p o  de  t r ans l o ca c i ón  

que e f e c túan :  

a j  Cuando i a  conducción ciei s o i u t o  a t r a v é s  d e  l a  membrana no e s -  

t á  acoplada a l  t r a s l a d o  de o t r o ,  s e  l e s  denomina u n i p o r t e r s .  

b )  Cuando e l  desp lazamiento  de  dos e s p e c i e s  ocurre  en l a  misma d i  - 

r e c c i ó n  y simultáneamente po r  e l  mismo aca r r eador ,  se  l e s  conoce 

como s impor t e r s .  

c) Cuando e s t a  t r anspos i c i ón  sucede mediante un mecanismo z n t i p a -  

r a l e l o  con o t r o  s o l u t o ,  s e  l e s  ha llamado a n t i p o r t e r s  ( 3 4 ) .  

. 

Es t o s  p o r t e r s  han s i d o  i d e n t i z i c a d o s  con medic iones  d i r e c -  

t a s  de  v e l o c i d a d e s  de t r anspo r t e ,  coma l o  son po r  e j emp lo :  e l  h i n -  

chamiento m i t o cond r i a l  (28,35) o po r  i n h i b i c i ó n  e s p e c í f i c a  d e l  

a ca r r eador  (36,37).  Además s e  ha es tud iado  e l  acoplamicnto  d e l  

t r anspo r t e  con e l  A p  z i t o c o n d r i a l  para l o  que ha s i d o  de gran 

u t i l i d a d  e l  uso de  i o n ó f o r o s ,  l o s  cua l es  presentan como v en t a j a  

e l  hecho de que con e l l o s  SE, pueden medir de manera separaáa t an -  

-? - 
- 



t o  e l  p o t e n c i a l  e l é c t r i c o  como l o s  g rad i en t e s  d e  pH (38 ) .  Estas  

mo lécu las  forman comple jos  l i p o f í l i c o s  con c a t i o n e s ,  permi t i endo  

su paso a t r a v é s  d e  l a  membrana; e n t r e  e l l o s  s e  encuentra l a  n i -  

g e r i c i n a ,  i o n ó f o r o  c a r b o x í l i c o  que a ba j a s  concent rac iones  y 3 

pH=7 es capaz de in te rcambiar  K por  H , y c o l apsa r  e l  ApH a l  

p rovoca r  e l  e f l u j o  d e  K 

de  K ex t e rna  e s  ba j a  (39 ) .  Ot ras  moléculas  que pueden s e r  c o n s i -  

deradas como i o n ó f o r o s  de  p ro tones ,  son l o s  desacop lantes  como e l  

d i n i t r o f e n o l  y e l  c a rbon i l c i anu ro  de  p-trizluorometoxifenilhidra- 

zona ( FCCP ) ,  l o s  cua l es  cs'upsan t an t o  a l  componente e l é c t r i c o  2 0 -  

+ + 

+ 
e i n f l u j o  d e  H+ cuando l a  concen t rac i ón  

+ 

rno a l  componente químico del. A E> - ( 40 ) .  Po r  l o  tar , to ,  e l  uso de 

e s t e  t i p o  d e  moléculas  ha l l e v a d o  a e s t a b l e c e r  dos va r i edades  en 

e l  t r anspo r t e ,  en cuanto a su acoplamiento  con e l  a p  mitocon-  

d r i a l :  

1 .  T ranspor te  E l e c t r oneu t ro : :  

i) Cot ranspor t e  de an ión  C Q I ~  H , por  e j emplo :  e l  t r anspo r t e  de + 

HPOi/ZH+ o b i e n ,  e l  s impor t e r  H2P0,/H+. 
+ + +  

ii) A n t i p o r t  Cati6n/H , por e jemplo  e l  a n t i p o r t  Na /H . 
Este t i p o  de t r anspo r t e  responde a cambios de pH y no de  p o t e n c i a l  

e l é c t r i c o  ( 4 1  j .  

2.  T ranspor te  Electroforétiro. Es te  t i p o  de t r anspo r t e  responde a 

cambios en e l  A Y ,  ya que e x i s t e  una t r ans l o ca c i ón  de ca rga  n e t a ,  

po r  e j emplo ,  e l  r e a l i z a d o  ?or e l  u n i p o r t e r  de  Ca cuya e s t e q u i o -  

me t r í a  de  carga  t rans l ocada  es de +2 (42,433, o b i e n ,  e l  que r e a -  

l i z a r f a n  l o s  Zintporters propacs tos  por  3 í i t c h e l l  (44.45) ya s e a  el 

de  B -h id rox iSu t i r a t o -/La  

2+ 

2+ o 91 de HPOY/2Ca2+, l o s  cua l e s  poseen 



una es t equ iomet r í a  d e  t r anc l o ca c i ón  de  carga  de  +1. 

I I I ,  TRANSPORTE DE C& YITOC3NDXIAL, 

A. PRIEvIERAS EVIDENCIAS. - 

Entre  l o s  pr imeros  r epo r t e s  acerca  d e l  comportamiento 

d e l  i ó n  Caz+ en m i t ocondr i a ,  s e  encuentran: e l  de Lehninger ( 4 0 )  

en e l  que observa  que cuando ad i c i ona  Ca2+ a m i t ocondr i as ,  se 

produce un desacoplamiento  de  l a  f o s f o r i l a c i ó n  o x i d a t i v a .  A s i -  

mismo, e l  de S i e k e v i t z  y P o t t e r  ( 47 )  en e l  que desc r iben  un au- 

mento en l a  r e s p i r a c i ó n  de mi tocondr ias  a i s l a d a s  en ausenc ia  de 

aden innuc leó t idos .  Pos te r io rmente  s e  empezaron a d e f i n i r  algunas 

c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  p roceso  en r e l a c i ó n  ccn e l  necanisno de trünsilx- 

c i ó n  de  ene r g l a ,  aunque é s t o  se h i z o  en cond i c i ones  exper imenta-  

l e s  no f i s i o l ó g i c a s ,  ya qu.e s e  usaban grandes cant idades  de Caz+ 

( 1 -5  mN) en e l  medio de  suspensión, provocando una "acunulación 

masiva" d e l  c a t i ó n ,  cambios mo r f o l ó g i c o s  de  l a  mi tocondr ia  y- da-  

ño i r r e v e r s i b l e  en l o s  meeanicmos de c o n t r o l  r e s p i r a t o r i o  y f o s -  

f o r i l a c i ó n  o x i d a t i v a  ( 48-52 ) .  Entre  l o s  puntos que s e  e s t a b l r c i e  - 

ron fueron :  

a )  La acumulacion de  c a l c i o  r e q u i e r e  d e l  t r anspc r t e  de  e l e c t r o -  

nes  deb ido  a cua l qu i e r  sus t r a t o ;  b) e l  fenómeno r e q u i e r e  de  l a  

presenc ia  de  ATP o ADP, Clg  y P i ;  c )  cuando hay entrada de  c a l -  2+ 



c i o  a l a  m i t o c o n d r i a ,  no h a y  f o s f o r i l a c i ó n  o x i d a t i v a ;  d)  l a  e n -  

t r a d a  d e l  c a t i ó n  e s  i n h i b i t f a  p o r  a g e n t e s  d e s a c o p l a n t e s ;  e )  l a  

o l i g o m i c i n a  no i n h i b e  a l  p : roceso ;  y f )  a l g u n a s  s a l e s  n e u t r a s  

(NaC1 , KC1, L i C 1 )  promueven l a  a c u m u l a c i ó n  d e l  c a t i 6 n  d i v a l e n -  

t e  (49,53). 

S i n  embargo ,  se  d e m o s t r ó  que l a  a c u m u l a c i ó n  d e  Caz+ y 

P i  p o d í a  o c u r r i r  en a u s e n c i a  d e  t r a n s p o r t e  d e  e l e c t r o n e s  y ser sus - 

t e n t a d a  p o r  l a  h i d r ó l i s i s  (de ATP (54), l o  que se  e s p e r a r í a  de 

un p r o c e s o  d e  t r z n s p o r t e  q u i m i o s m ó t i c o .  Adeniás, se  a d v i r r i ó  qas 

l a  a d i c i ó n  d e  c a l c i o  a l a  m i t o c o n d r i a  e s t i m u l a b a  l a  h i d r ó l i s i s  

d e  ATP ( 5 4 ) ,  a s í  como l a  r e s p i r a c i ó n ;  y que l a  a c u m u l a c i ó n  d e l  

d i v a l e n t e  promovida p o r  l a  h i d r ó l i s i s  d e  ATP e r a  i n h i b i d a  p c r  

o l i g o m i c i n a  (54,551. 

Más t a r d e ,  s e  empezó a t r a b a j a r  e n  c o n d i c i o n e s  d e  "acu-  

m u l a c i ó n  l i m i t a d a " ,  es  d e c i r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  c a l c i o  en e i  

medio d e  s u s p e n s i ó n  s e  r e d u j o  c o n s i d e r a b l e m e n t e  ( ~ 1 0 0  nmclles 

Ca /mg p r o t e í n a ) ,  p r e v i n i é n d o s e  a s 5  l a  p é r d i d a  d e l  c o n t r o l  r e s -  

p i r a t o r i o  o b i e n  l a  c a p a c i d a d  d e  f o s f o r i l a r  ADP d e s p u é s  d e  que 

s e  ha acumulado c a l c i o  en  l a  m i t o c o n d r i a  ( 5 1 ) .  En e s t a s  c n n i i -  

c i o n e s  se  r e p a r ó  en  e l  h e c h o ,  d e  que pequeñas  a d i c i o n e s  d e  z s l -  

c i o  a m i t o c o n d r i a s  s u s p e n d i d a s  en  un medio que c o n s i s t l a  e n  zn 

b u f f e r  a pH 7 . 4 ,  S O  mV de  NaCl o KC1 y un s u s t r a t o  r e s p i r a t o T r i c ,  

p r o v o c a r o n  un arimento e n  e l  consumo d e  O mayor que e l  producida 2 
p o r  A D P ,  que d e s p u é s  e s t e  consumo d e  oxzgeno  s e  f r e n a  y quc  ? r S c  

t i c a m e n t e  todo  c i  c a l c i o  a ñ a d i d o  desaparece d e l  niedio ( 5 5 ) .  Est? 

c a p a c i d a d  de l a  m i t o c o n d r i a  p a r a  acumular  Ca e n  a u s e n c i a  3e ?i> 

2 +  

2+ 

-1 0 -  



2+ ADP o Mg 

(57), s i endo  l a  r e l a c i 8 n  de  c a l c i o  acuinulado por  par  de e 

s i t i o  de  acoplamiento  +Ca 

ox i dab l e s  (56) .  S i n  embargo, en l a  preser ic ia  de concen t rac i o -  

nes  ~ 2 . 0  mM de  P i ,  se encontró  menos d e l  1 0 %  d e l  Ca acumula- 

do normalmente, e f e c t o  que se p r e v i e n e  en p resenc ia  de  ATP y 

Mg2+ a l  no p e r m i t i r  e s t a s  moléculas  l a  s a l i d a  d e l  Ca 

v iamente  acumulados. Bajo  e s t a s  c i r cuns t anc i a s ,  s e  puede encon- 

t r a r  una gran entrada de  c a l c i o  > 2 5 0 0  nmoles Ca /mg p r o t e í na  x i  - 

t o c o n d r i a l  ( 56 ) .  También se v i ó  que a l  ad i c i ona r  pequeñas c a n t i -  

dades d e  c a l c i o  a m i t ocondr i as  de h ígado  de  r a t a ,  en p resenc ia  J e  

0.5 mbl de  ATP, se est imulaba l a  h i d r ó l i s i s  de  e s t e  compuesto se -  

, se l i m i t a  a aproximadamente 100 nmoles/mg p r o t e i n a  

por  
- 

2 +  /2e- = 2 para d i s t i n t o s  sus t r a t o s  

2+  

2+ y P i  p r e -  

2+  

guida de  una r e p r e s i ó n  de d i cho  fenómeno, durante e l  cua l  hubo 

una acumulación de  Ca y P i  ( 5 8 ) .  2+ 

Asimismo, se demostró (59 )  que cuando se  es t imula  e l  c o z -  

sumo de  O2 a l  ag r ega r  c a l c i o  a un medio que c on t i ene  m i t ocondr i z s  

y que e i  pr imero  se f r e n a ,  e l  Ca2+ que se acumula no e s  secues-  

t r ado  i r r e v e r s i b l e m e n t e  por  l a  mitocondr i a ,  s i no  que, po r  e l  c o z -  

t r a r i o  jun to  con e l  f r e n o  r e s p i r a t o r i o  c o e x i s t e  un e f l u j o  c o n t i -  

nuo d e l  c a t i ó n ,  contrabalanceado a su ve z  por  una entrada c o n r i -  

nua d e  c a l c i o  depend iente  de  l a  f e s p i r a c i ó n .  Se v i o  igualmente 

que l a  v e l o c i d a d  de e f l u j o  e s  a l t anen t e  dependiente  d e l  pH y de 

l a  concen t rac i ón  s a l i n a  ( 6 0 ) ,  s i endo  mayor en un medio que con-  

tenga K que en uno d e  Na ( 6 1 ) ;  que agentes  desacop lantes  co:?o 

e l  2 , 4 - d i n i t r o f e n o l ,  dicumarol y l a  g ramic id ina  provocan ta;:bié> 

s a l i d a  de  c a l c i o  d e  mi tocondr ias  previamen:c cargadas (61 -63' ; 1 

+ + 



que e l  proceso  ya sea  inducido  o espontáneo, se v e  acompañado de 

un i n f l u j o  d e  H+ en una r e l a c i ó n  aproximada de  1 :1 (61 -63). 

En cuanto a l  movimiento simultáneo de  o t r o s  i ones  con 
2+ l a  ent rada  de  Ca se encontró  que: a )  e l  f o s f a t o  puede ser reem - 

p lazado  por  o t r o s  aniones  permeantes como a c e t a t o ,  p rop i ona to ,  )- 

arsena to ,  y no po r  bromurci, n i t r a t o  o c l o r u r o  (64 )  ; b )  e l  medic 

d e  suspensión s e  a c i d i f i c a i  a l  e s t imu la rse  l a  r e s p i r a c i ó n  con Ca' 

(65,66), habiendo una consecuente a l c a l i n i z a c i ó n  de  l a  mi tocon-  

d r i a  (67 )  y ;  c )  cuando lac; mitocondrias acumulan Ca en presen-  

c i a  de  P i ,  e x i s t e  también una entrada de nuc l e ó t i d o s  de  adenina. 

S i  e s t a  entrada e s  inhibicla por  a t r a c t i l ó s i d o  ( i n h i b i d o r  d e l  an- 

t i p o r t  ATP-4/ADP-3), se ir ihibe también l a  acumulación d e  ca'+. 

S i n  embargo, e s t a  inh ib i cxón  no ocur r e  en ausenc ia  d e  P i  ( 6 8 ) ;  :- 

d )  l a  concen t rac i ón  de NaC1, K C 1 ,  y e l  pH d e l  medio de  suspen- 

s i ó n ,  pueden m o d i f i c a r  l a  es t equ iomet r l a  e n t r e  l a  acumulación de 

Caz+, consumo de  O2 y s a l i d a  de H 

permeante ( 6 0 , 6 9 ) ,  aumentandola de  un v a l o r  ce rcano  de 2 hasta 

una "superestequiometr ía "  de 1 0  o hasta  de 20 .  

3+  

2+ 

+ 
en ausenc ia  d e  P i  u o t r o  a n i 5 2  

P o s t e r i o r  a e s t a  e tapa de e s tud i o  en l a  que se d i o  e v i -  

denc ia  de  i a  r e l a c i ó n  que e x i s t í a  e n t r e  l o s  movimientos de  c a l -  

c i o  con e i  mecanismo de t ransducc ión e n e r g é t i c a  y con l o s  can- 

b i o s  m o r f o l ó g i c o s  de l a  m i t ocondr i a ,  s e  han ven ido  d e s a r r o l l a n -  

do  nuevos t ó p i c o s  en e l  e s tud i o  d e l  t r anspo r t e  de c a l c i o  m i t o -  

c o n d r i a l ,  como son: e l  d e s a r r o l l o  d e l  concepto  de "acar rea-  

dor'' r esponsab le  d e l  t r anspor t e  y su a i s l am i en t o ;  e l  descuSr i -  



miento  de  i n h i b i d o r e s  e s p e c í f i c o s  d e l  t r a n s p o r t e ;  l a  i d e n t i f i -  

c a c i ón  de l a  f u e r z a  p r ima r i a  d e l  mecanismo de  t r anspo r t e  con 

uno o ambos componentes d e l  p o t e n c i a l  p ro tón -mot r i z  p ; l a  

r e gu l a c i ón  d e l  p roceso ;  y l a  propuesta  de  v a r i o s  modelos de t r ans  - 

l o c a c i ó n  d e l  d i v a l e n t e .  Con é s t o  se han pod ido  d e f i n i r  algunas 

prop iedades  t an t o  f í s i c a s  como qulmicas d e l  s is tema de  t ranspor -  

t e  de c a l c i o .  

B ,  PROPIEDADES DEL SISTEMA DE TRANSPORTE. 

E l  hecho de  que a lgún compuesto inh iba  e spe c í f i c amen t e  

e l  movimiento d e  una moléc.ula a t r a v é s  d e  l a  membrana, puede cons - 

t i t u i r  una e v i d e n c i a  importante  para l a  e x i s t e n c i a  d e  un s i s t e -  

ma de t r anspo r t e  e spe c í f i c : o ,  l o  que ha o cu r r i d o  para  e l  t ranspor  - 

t e  de c a l c i o .  L o s  i n h i b i d o r e s  más es tud iados  son e l  La3+ y e l  Ro - 

j o  de Rutenio .  Se encontrd  ( 7 0 - 7 4 )  que e l  LaS+ i f ih ibe  13 tninsfr- 

f e r e f i c i a  de e l e c t r o n e s  en l a  mitocondr ia  asoc iada a l  transFort-e 

d e  c a l c i c ,  r e qu i r i éndose  dc 0 . 1 - 2  nmolcs/ing p r o t e f na  para l o g r a r  

un 5 0 %  de i n h i b i c i ó n .  Esta i n h i b i c i ó n  e s  t r a n s i t o r i a  ya que desa - , 
3+ parece  después de unos minutos, l o  que r e f l e j a  que e l  La es 

t ranspor tado  a l  i n t e r i o r  d e  l a  mi tocondr ia  ( 7 5 ) .  Más t a rd e  se 

mostró que l a  i n h i b i c i ó n  e s  de t i p o  c ompe t i t i v o  ( 73 )  y que l a  

concen t rac i ón  de La n e c e sa r i a  para i n h i b i r  e spec í f i camente  a l  

t r anspo r t e  de  c a l c i o  e s  de 9 . 0 5 - 0 . 0 7  nnoles/mg p r o t e í n a  (741 .  En 

r e l a c i ó n  cm el r o j c  dc. ruteriio, s e  observó  ( 7 6 )  que i n h i b í a  e l  t r ans  - 

3+ 



p o r t e  d e  Ca2+ y que l a  concen t rac i ón  r equer ida  para  a l canza r  un 

50% de i n h i b i c i ó n  e s  dt: aproximadamente 4 nmoles/mg p r o t e í na .  

Se demostró más t a r d e  ( 7 7 )  que e l  r o j o  d e  r u t e n i o  i nh i b e  t am-  

b i é n  l o s  s i t i o s  de a l t a  y b a j a  a f i n i d a d  que f i j a n  Ca!+, é s t o  a 

una concen t rac i ón  d e  3-6  nmoles/mg p r o t e í n a ;  en e s t e  t r a b a j o  s e  

encont ró  también que e s t e  compuesto no i n h i b í a  l a  s a l i d a  de  Ca 2+ 

de  l a  m i t ocondr i a ,  l o  que e x p l i c a  e l  hecho d e  que cuandc: 1: , 

molécu la  se  añade a l a s  mi tocondr ias  cuando é s t a s  e s t á n  acumu- 

lando c a l c i o ,  se  provoque un r áp i do  e f l u j o  d e l  d i v a l e n t e  ( 7 5 ) .  

S i n  embargo, e s t e  i n h i b i d o r  presenta  como inconven iente  e l  he- 

cho d e  que s e  ox ida  f á c i lmen t e  b a j o  cond i c i ones  ác idas  y que se 

adsorbe  fuer temente  t an t o  a v i d r i o  como a cuarzo .  

2 AAem5s b U b 1 . 1  d c l  c s t u d l o  realizado con i n h i b i d o r e s ,  se ha d e -  

s a r r o l l a d o  e l  concepto  de "acarreador" a p a r t i r  de e s tud i o s  c i -  

n é t i c o s  (79 )  en l o s  que se c u a n t i f i c a r o n  l a s  v e l o c i dades  i n i c i a -  

l e s  d e l  t r anspo r t e  de Caz-' var iando  l a  concen t rac i ón  t o t a l  d e l  

i ó n ,  con l o  que se  demostiró que e l  s is tema t i e n e  una a l t a  a f i n i -  

dad po r  Caz+ l i b r e  (K -2-4 wM) y ;  que e l  fenómeno c i n é t i c o  e s  sa - 

t u r a b l e  e h i p e r b ó l i c o ,  con un c o e f i c i e n t e  de  H i l l  de 1.7;l.S. 

También s e  determinó su s e l e c t i v i d a d  i ó n i c a  ( 7 4 , 7 5 , 5 0 - 5 3 ) ,  l a  

que r e s u l t ó  s e r :  Caz+> Sr2+>  >In2+> BaZ+> Fe2+> La 

m 

3 1  . 
3 +  Por  o t r a  p a r t e ,  slz i n t e n t ó  medir l a  unión d e l  i ón  Ca' 

a l  aca r r eador  e s p e c í f i c o  (83),encontrándose dos t i p o s  de s i t i o s  

de  unión,  urns de a l t a  a f i n i d a d  y o t r o s  de ba j a  a f i n i d a d .  L a  11- 

n i ón  de Ca a é s t o s  ú l t i inos  e s  s e n s i b l e  a Ya , E; y a a n é s t é s i -  

COS l o c a l e s  ( 8 5 ) ,  l o  que s u g i e r e  que e s t o s  s i t i o s  de unión s e a n  

2+ + + 

-15- 
- .  



l a s  cabezas  p o l a r e s  de  l o s  f o s f o l í p i d o s  membranales. Aunque no 

se  conozca e l  pape l  func i ona l  de e s t o s  s i t i o s  que se encuentran 

t an t o  en l a  membrana in t e rna  como en l a  ex t e rna  m i t o cond r i a l ,  

se c r e e  que no  e s t án  d i rec tamente  invo luc rados  en e l  t r anspo r t e  

de Ca2+ a t r a v é s  d e  l a  membrana i n t e rna  m i t o cond r i a l .  

Se ha in t en tado  también a i s l a r  a l  e ca r r eador ,  sug i r iér , -  

dose  que pud ie ra  s e r  una g l i c o p r o t e í n a  ( 8 6 - 8 7 ) ;  en e s t e  s en t i d o ,  

se ha pub l i cado  que e s t a  g l i c o p r o t e í n a  p resen ta  una a c t i v i d a d  

i o n o f ó r i c a  depend iente  d e l  c a t i ó n  d i v a l e n t e .  Por o t r o  l ado ,  e s -  

tud i o s  r e a l i z a d o s  en membranas l i p í d i c a s  negras  ( 8 8 ) ,  mzestra? 

que l a  g i i c o p r o t e l n a  que f i j a  Ca2+ no e s  s e l e c t i v a ;  por i o  que 

e s t o s  au to res  sug i e r en  quc: l a s  g l i c o p r o t e í n a s  que s e  han a i s l c t -  

do  son p r o t e í n a s  membrana1.e~ e x t r í n s e c a s  que f i j a n  Ca , pe r c  

aún no e l  acar reador .  

* 

2+ 

2+ Más t a r d e ,  s e  a i s l ó  (85 )  un i o n ó f o r o  de Ca de l a  nen- 

brana i n t e rna  m i t o cond r i a l  d e  corazón  de  cabra ,  l lamado " c c t l ~ i -  

f o r ina " ,  cuyo peso  molecul!ar e s  aproximadamente de 3 0 0 0 .  Exper i -  
mentos r e a l i z a d o s  con e s t a  p r o t e í n a  en s i s t m a  de dos f a s e s ,  d e -  

mostraron que t e n í a  una mayor s e l e c t i v i d a l  hac i a  c a t i o n e s  dil-a- 

l e n t e s  que para l o s  monovalentes ; s i endo  l a  s e l e c t i v i d a d  p a r a  

l o s  i ones  d i v a l e n t e s :  Ca , S r  > Fln y Xg-  . E l  e s t u d i o  con in- 

h i b i d o r e s  i n d i c ó  que t an t o  e l  r o j o  de r u t e n i o  como e l  La i z h i -  

ben l a  e x t r a c c i ó n  d e l  Ca2+ a i  s o l v e n t e  organice, mediada por  11 

p r o t e h a .  Además, cuando :;e m id i ó  l a  t r ans l o ca c i ón  en una ce lda  

de Pressman, é s t a  r e s u l t ó  s e r  s e l e c t i vamente  promovidz! por  un 

g r a d i e n t e  de i ones  h idrógeno .  

2 4- 2+ 2+ 7c 

3 +  
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C. MECANISMO bIOLEC'ULAR. -- 

Los mecanismos de translocación propuestos hasta la fe- 

cha, se pueden considerzr ten cuanto al tipo de porter que aca- 
rrea al Ca 2+ , es decir, uniport, antiport o simport; o bien, en 

(con estequiometrla de carga de +2, como el uniport +Ca 2+ ; con 

estequiometrla de carga de +1, como l o s  simporters 2Ca 2+ /HPOS 

cuanto a su acoplamiento con el Ap, ésto es, eiectroforético 

y Ca2+/B-hidroxibutirato-) , o el electroneutro (como el simport 
Ca2+/2A- o el antiport Ca2+/ZH+). 

1. Transporte Electroforético. 

La naturaleza de e:jte proceso, es decir, l a  fuerza que 

promueve al fenómeno parece ser de carácter puramente electro- 

forético, dada por el componente eléctrico de la fuerza protón- 

motriz generada en l a  respiración (30,43,82,00).  

Esta propuesta se ve apoyada por las siguientes eviden- 

cias: a) el proceso también se puede llevar a cabo gracias a un 

potencial artificial de K generado a través de la mrnbrana, 

por el ionófol.0 valinomicina ( 7 3 ) .  A mitocondrias inhibidas, sus 

+ 

- 

pendidas en un medio con 1 mbl de KC1 ,  se les agrega iallnonici- 

na,  ésta provoca l a  salida del E: + endógeno gecerando un poten- 

cia1 n e g a t i v o  ií-iterrto, con lo que se promueve l a  entrada de Ca' .' + 2 
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+ 2 +  la mitocondria, siendo la estequiometria de 2 K  /Ca (91) ;  

b) el ión Caz+ puede ser transferido pzsivamente (swelling" 

osmótico) como especie cargada en mitocondrias no energisa- 

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 8 3  mN de CaC1, 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 protón que habia entrado previamente con el ión acetato. 

Sin embargo, las mitocondrias se abultan rápidamente en presen- 

cia de 83 mM de NOJ, SCN-, C i O ;  y Clog de Ca 

caso no se requirió de ningún agente desacoplante, ni tampoco 

estos agentes tuvieron algún efecto sobre el hinchamiento mito- 

condrial, se deduce que l o s  anjones atravesaron a la membrana 

como tales y n o  como ácidos no disociados, junto con el ión cal - 

cia. El "swelling" osm6tic.o generado p o r  las sales de calcio üe 

estos aniones fue inhibido tanto por ~ a ~ + ,  coItlo per r o j o  de Tu- 

tenio; c )  se halló una relación de 2K+/CaZC en mitocondrias 

que respiran, midiendo la concentración de {Ca 

y extramitocondrial en presencia de valinomicina (13); d) PI a- 

carreador sensible a r o j o  de rutenio de rnitocondrias de corazón, 

cataliza el flujo de una carga positiva neta de +2 por cada ión 

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

como 1. e n t r s d a  de rubidic), se inicia COR succinato en presencia 

Li 

2+ , como en este 
3 

2+ 1 y ( K + )  intra 
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de v a l i nom i c ina ;  cuando l a s  f l u j o s  d e  e s t o s  c a t i o n e s  a lcanzan 

e l  e q u i l i b r i o  se a p l i c a  l a .  r e l a c i ó n  de Ne rns t :  RT TRb'Ii = AE=-ln - - F {Rb+)e 
z+ RT {Ca l i  , donde AE e s  l a  d i f e r e n c i a  d e  p o t e n c i a l  e l é c t r i c o ,  -ln - 

nF (Ca2'le 
RT/F es e l  f a c t o r  convenc i ona l ,  n e s  l a  ca rga  n e t a  t r a n s f e r i d a  

po r  c a l c i o  t ranspor tado  y l o s  sub lnd ices  i y e s e  r e f i e r e n  a 

i n t r a  y e x t r am i t o cond r i a l ,  r espec t i vamente .  Así, : 

2+ 
+ l o g {Ca  l i ,  s i  l a  concen t rac i ón  de i o g { c a 2 + l e  = -n l o g  CRb'Ii 

{Rb'le 
2+ (Ca 

de  t a l  manera que l a  concent rac ión  de  CCa i s e  mantenga coris- 

)e y l a  r e l a c i ó n  {Rb'>i/{Rb+le en e l  e q u i l i b r i o  s e  v a r í a n  
"+) 

t a n t e ,  s e  puede p r e d e c i r  entonces  una r e l a c i ó n  l i n e a l ,  l o  que 

p e r m i t i r á  conocer  e l  v a l o r  de n .  Ci v a l o r  de n obten ido  curin6o 

se v a r í a  e l  AE ,  es d e c i r  1.a r e l a c i ó n  {Rb+ l i/ {Rb+ )e  con un asen- 

t e  desacop lan te ,  a s í  como l a  {Ca2+ l e  de t a l  manera que {Cad li 

sea cons tan te ,  f u é  de 2.1 (93 )  ; y e )  l a  r e l a c i ó n  H+/Ca- =1 .3  en 

m i t ocondr i as  ene rg i zadas  con succ ina to ,  en ausenc ia  de mol-inier, - 

t o  de P i  po r  e l  s import  Pj-/H+ ( i n h i b i d o  con  N -e t i lma l e i in ide ) ,  i n  - 

d i c a  que l a  s a l i d a  de  2H+ deb ida  a l a  o x i dac i ón  de s u s t r a t o  y l a  

subsecuente generac ión  de un p o t e n c i a l  n e g a t i v o  i n t e r n o ,  e s  1 ~ ?  

que pe rmi t e  que un i ó n  Ca:'+ sea t ranspor tado  ( 9 1 ) .  

? +  

'+ 

Se han suge r ido  mecanismos e l e c t r o f o r é t i c o s  a l t e r n a t i -  

v o s  que impl i can  una compensación de  carga  p a r c i a l ,  e s  d e c i r  2x3 

t r a n s f e r e n c i a  de carga  ne ta  d e  + 1  ( 4 4 , 4 5 , 9 5 ) ,  é s t o  en base a l o s  
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s i g u i e n t e s  t i p o s  de  exper imentos :  a) mi tocondr ias  e q u i l i b r a d a s  

anaeróbicamente en e l  medio d e  suspensión a 2 5 O C  po r  20 min., 

fue ron  inyectcidas con una pequeña cant idad  de H O 

descompuesta por  c a t a l a s a  e x i s t e n t e  en e l  medio, para-  i n i c i a r  

l a  r e s p i r a c i ó n .  La cant idad  l i m i t a n t e  de e qu i v a l en t e s  de á c i do ,  

que s e r í a  2 2  

exportada rápidamente durante  e l  p e r í o d o  d e  r e s p i r a c i ó n  y co- 

r r e spond i en t e  a l  i n f l u j o  de  i ones  c a l c i o ,  se usó para  obtener  

l a  r e l a c i ó n  -+El+ (ácido)/+Ca. En e s t e  t i p o  d e  exper imentos  s e  en-  

centró que en ausenc ia  de aniones  que son t rans l ocados  con H 

como s u l f a t o ,  f o s f a t o ,  o succ ina to ,  l a  r e l a c i ó n  +H ( á c i d o j  / 

+ 

i- 

+Ca 1 ,  m ient ras  que en su p resenc ia  e s t a  r e l a c i ó n  fué  mucho 

menor que 1 .  Es más, cuando e l  t r ans l ocador  de  Pi/H fu e  i n h i -  
+ 

b i d o  con N -e t i lma l e im ida  (NEM), l a  r e l a c i ó n  recuperó  su v a l o r  

normal = 1. Cabe hacer  no ta r  que en p resenc ia  de 6 -h i d r ox i bu t i  

r a t o  l a  r e l a c i ó n  mencionada a l canza  un v a l o r  de  1 ,  l o  que i n d i  

ca  que e s t e  compuesto no e s t 6  s i endo  t rans l ocado  con H ; b) l a  

- 

- 
+ 

suspensión m i t o cond r i a l  en e s tado  4 y a 2 5 O C  f u é  sometida a l a  

a d i c i ó n  d e  una pequeña cant.idad de c a l c i o .  Para obtener  l a  r e -  

l a c i ó n  -+H+ (ácido]/+Ca, s e  m id i ó  l a  can t idad  de e q u i v a l e n t e s  de 

á c i do  expulsada durante  e l  p e r l odo  de e s t imu lac i ón  r e s p i r a t o r i a  

y se l e  comparó con l a  c oncen t rac i ón  de s a l  de c a l c i o  ad i c i onada ,  

dando como r e su l t ado  un v a l o r  1 ( 94 ) .  E s t e  r e su l t ado ,  l l e v a  a l  

a n á l i s i s  de un p o s i b l e  c o t r anspo r t e  con an ión  o b i e n  de un a n t i -  

p o r t  con H . + 

i .  Simport Z C ~ ~ + / H P O ~ .  
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Se indagó la esteq,uiGrcetría 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 llevó a 

cabo midiendo inicialmente la concentración de Caz+ y Pi en el 

medio anaerobio y restándolo de las concentraciones obtenidas en 

condiciones aerobias. La propuesta de este simporter insensible 

a NEM y sensible a LA3+ surge de los resultados obtenidos enlex - 

perimentos de consumo de O2 y c:ambios de pH, usando Sr2+ en lugar de Ca , 

que a continuación se desc:riben: a) al agregar Sr2+ al medio, au - 

menta el consumo de O2 (indicando entrada del metal) y la salida 

de protón (oxidación de sustrato); al agregar Pi aumenta el con- 

sumo de O2 (entra Sr ) ,  entra H+(indicando entrada de P i  por el 

acarreador Pi/H+, abatiendo el ApH, lo que promueve el aumento 
2+ de consumo de O2 y entrada de Sr );  b) l o s  mismos experimentos 

anteriores pero en presencia de NEM. Al agregar Sr ocurre exacta- 

mente lo mismo; al agregar Pi no hay entrada de H+ (indicando 

que tampoco entra Pi por e1 acarreador Pi/H+), 

menta el consumo de O2 (un t r a z o  muy poco evidente), as7 como 

los protones del medio (ésto indicaría que el Sr2+ está entran- 

do a la mitocondria gracias al Pi pero por un acarreador distin - 

t o  al simporter Pi/H , es decir, por un acarreador Sr- -Fi en el 

que al entrar el H2PO$ deja un H+ en el exterior) ; c) al agre- 

gar La3+ antes de Sr2+ se inhibe la respiracien y el eflujo de 

H (indicando inhibición d e l  trunsporte); d) cuando s e  agrega 

La3+ después de Sr2+ y p o r  Ultimo Pi, se observa qae no s e  e s -  

timula e l  consumo de oxígeno a l  agregar Pi ( e l  acarreador está 

2+ 

2+ 

2+ 

al parecer au- 

+ '+ 

+ 



3+  i nh i b i do  po r  La 

f o s f ó r i c o  P i/H  ) y ;  e )  se m id i ó  l a  a p a r i c i ó n  ne ta  de  H +  en e l  

medio durante  l a  ent rada  de c a l c i o  y e s t a  concordó con l a  c a l c u -  

l ada  para  e l  s impor t e r  (Caz) 4+-HP04 ( 4 4 ) .  

) ,  hay entrada de H+ ( v i a  acar reador  d e l  á c i do  
+ 

2+ - f i .  Simport Ca /monocarboxi lato . 
Este modelo emerge como en e l  caso  a n t e r i o r  de  med i c i o -  

nes  de  consumo de O2 y movimientos de H , que a con t inuac i ón  s e  

desc r iben :  a )  s e  ag r egó  primeramente un p u l s o  de S r C I Z  a mito- 

condr i as  r e sp i rando  en es tado  4, l o  que aumentó e l  consumo d e  

O y disminuyó e l  pH d e l  medio ( i n d i c a  ent rada  de c a l c i o  e n  e l  

s impor t e r  Ca -P i ,  e xp l i cándose  l a  d isminución de pH por  l a  l i b e -  

r a c i ó n  d e l  H d e l  á c i do  f o s f ó r i c o  para poder s e r  acarreado en 

s impor t  con c a l c i o ) .  S i  se agrega  1 0  n,I de formato ,  aumenta e l  

consumo de ox í g eno  y e l  medio se  a l c a l i n i z a  ( en t r a  más c a l c i o  

deb ido  a que e l  á c i do  f ó rm ico  c o l apsa  e l  ApH). En e l  caso  de que 

e l  t r anspo r t e  de c a l c i o  e s t u v i e r a  r igurosamente acoplado a P i  

po r  e l  s impor t e r ,  e s ta  últ imr. entruda d e b i d a  a formato  e s  e x p l i -  

cada po r  l o s  auto res  como o r i g i n a d a  po r  l a  s a l i d a  de á c i do  f o s -  

f ó r i c o  deb ida  a l  c o l apso  d e l  ApH, para v o l v e r  a e n t r a r  con e l  me 

t a l  mediante e l  mecanismo de simport p lanteado ;  b )  s e  h i z o  l o  

mismo que para e l  i n c i s o  a n t e r i o r ,  pe ro  se agregó  1 0  m3 6-h idro -  

x i b u t i r a t o  ds colina , en  luga r  de f o rmato ,  ob ten iéndose  aumento 

en e l  consumo de ox í g eno  y a l c a l i n i z a c i ó n  d e l  medio (entrada c o -  

mo á c i d o  b u t l r i c o ) ;  c )  l o s  exper imentos  a n t e r i o r e s  se r e a l i z a -  

+ 

2 

+ 

- 
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ron ahora en p resenc ia  de  I'JEM, permaneciendo e l  con-smo de  o x í -  

geno i g u a l  que s i n  e s t e  in :h ib idor  ( e l  Sr2+ e n t r a  a lo. par  con 

B -h id rox ibu t i r a t o )  y presentándose una a l c a l i n i z a c i ó n  d e l  medio, 

menor, ya que e l  p o r t e r  de á c i do  f o s f ó r i c o  e s t á  i n h i b i d o ;  d )  se 

observó  también que en p resenc ia  de La3+, e l  ' 6 -h i d r ox i bu t i r a t o  

no es t imu la  e l  consumo de (I2, por  l o  que se i n f i e r e  que e l  s i s -  

tema Ca2+/B-hidrox ibut i ra¿o-  es s e n s i b l e  a La3+; e) l a  e s p e c i £ i -  

c i dad  d e l  a ca r r eador  s e  hace e v i d e n t e  h a c i a  B -h i d r ox i bu t i r a t o  

( 2 , 1 0 , 2 0  mM), s o l o  s i  se i i ih ibe  l a  r e c i r c u l a c i ó n  de P i ,  sobre  

o t r o s  aniones  como fo rmato ,  a c e t a t o ,  b u t i r a t o  y b i ca rbona to ;  y 

f )  por  Ú l t imo ,  se est imaron l a s  v e l o c i d a d e s  de entrada d e  Ca- 

a p a r t i r  de  l a s  pend ientes  de l o s  experimentos de  consumo de O ? ,  

observándose d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  v e l o c i d a d  d e  ent rada  con P i  y 

l a  ob ten ida  para B -h i d r ox i bu t i r a t o  , de donde s e  conc luye  que 

son d i s t i n t o s  acar readores  (45 ) .  

3+  

- 

iii. A n t i p o r t  Ca2+/HC. 

Es p lanteado  como r e su l t ado  de un e s t u d i o  c i n é t i c o  d e l  

acar reador  donde se  a n a l i z a  e l  e f e c t o  d e l  pH sobre  l a s  constan-  

tes  de v e l o c i d a d  y en e l  que se encuentra que g r a f i c ando  l o g  

V/Km vs pH, e x i s t e  una i n t e r s e c c i ó n  de  dos  a s í n t o t a s  a pH 7 . 8 ,  

l o  que s e  i n t e r p r e t a  como €1 pK d e l  grupo que se une i n i c i a l -  a 

mente a Ca y que e s  f unc i ona l  en e l  e s tado  d i s o c i a d o .  E l  e f e c -  

t o  e s t imu lan te  sobre  e l  tra.nsporte de Ca2+, de l o s  á c i do s  p e r -  

meantes como e l  P i  se a t r i buyó  a que é s t o s  p r o p i c i a n  l a  l i b e r a -  

2+ 
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ción de Caz+ del acarreador a la fase interna, lo que se ve re- 

forzado por la ausencia del efecto en presencia del ión SCN- 

(79) 

2. Transporte Electroneutro. 

Se ha formulado este tipo de mecanismo con base en ex- 

perimentos en los que se muestra que la entrada de calcio a la 

mitocondria debida Únicamente a la oxidación de sustrato, se ?ro - 

duce ante la presencia de un anión, como el HCO; formado del 

COZ disuelto en el medio d.e suspensih. Si este COZ es elimina- 

do ya sea al agregar Diamclx (inhibidor de la anhidrasa c a r b 6 n i -  

ca) o bien al pregasear la. muestra con 02, no se observa enton- 

ces entrada alguna de ca1c:io. Para determinar la estequiometría 

entre la entrada de calcio y un anión dado, se inhibió el trans - 

porte de Pi con mersalil y a la ATPasa con oligomicina; se pro- 

baron distintos aniones marcados con I 4 C  (lactato, B-hidroxibutira- 

to y acetato) y s e  encontró que el número de equivalentes de 

anión acumulado e s  igual al número de equivalentes de ión Caz+ 

transportado. Las mediciones de p H ,  mostraron que la entrada de 

calcio simultrínea a la de aniones de ácidos débiles, no provo- 

có una acidificación; este hecho fue explicado por el autor 

considerando que a pH 7.2 estos ácidos están disociados, 

de tal manera que al entrar a la mitocondria no estén 



+ 
si.endo una fu en t e  de H , ya  que é s t o s  ya  e x i s t í a n  como t a l e s  

(95) 

La d e s c r i p c i ó n  de :Los t r a b a j o s  que apoyan l a  e x i s t e n c i a  

d e  e s t e  t i p o  de  a n t i p o r t ,  :;e hará  más ade lan te  cuando s e  d i s cu -  

t a  e l  i n f l u j o  y e f l u j o  d e l  c a t i ó n  d i v a l e n t e  ( r e c i c l a j e )  (96 ) .  

3. T ranspor te  d e  Caz f y  P i .  V i a s  separadas. 

Como ya se seña ló  en p á r r a f o s  a n t e r i o r e s ,  se  había con- 

s ide rado  o b l i g a t o r i o  a l  P i  en e l  t r anspo r t e  de Caz+ ( 4 3 ) ,  o b i e n  

con una a c c i ón  i n d i r e c t a  a l  b a j a r  e l  pH i n t r am i t o cond r i a l  promo- 

v i endo  l a  a s o c i a c i ó n  d e l  a ca r r eador  con H y provocando que é s t e  

l i b e r a r a  a l  c a l c i o ;  é s t o  c:onbaseen que l a  v e l o c i d a d  i n i c i a l  del 

t r anspo r t e  de c a l c i o  aumenta, a l  e s t a r  en p resenc ia  de Fi ( 7 9 ) .  

S i n  embargo, o t r o s  au to res  han h a l l a d o  pruebas en c on t r a  de e s t a  

dependencia d i r e c t a  señalada,  como son: a )  que e l  t r anspo r t e  de 

c a l c i o  en mi tocondr ias  dep l e tadas  de P i  o cu r r e  con una v e l o c i d a d  

i n i c i a l  i d é n t i c a  en ausenc ia  o p r esenc ia  de  m e r s a l i l  ( i n h i b i d o r  

d e l  s impor t  Fi/"*) ( 9 7 ) ;  b) l a  cant idad  de m e r s a l i l  r eque r ida  p a  

r a  i n h i b i r  completamente a:L acar reador  de f o s f a t o ,  e s  muy s i m i l a r  

a l a  que s e  r e q u i e r e  para p r e v e n i r  completamente e l  e f e c t o  de P i  

sobre  l a  acumulación de Ca2+(97); c )  l a  v e l o c i d a d  i n i c i r i l  de en-  

t r ada  de c a l c i o  a mi tocondr ias  ene rg i zadas ,  e s  cons tante  en pre- 

s enc i a  o ausenc ia  de NEM (91) ;  d )  en p resenc ia  d e  XEI.1, e ?  t r anc -  

+ 



p o r t e  d e  c a l c i o  que s e  l l e v a  a cabo,  no o cu r r e  en c o t r anspo r t e  

con P i  (91 )  y ;  e )  durante  e l  t r anspo r t e  d e  c a l c i o ,  con NEM en 

e l  medio, l a  v e l o c i d a d  d e  s a l i d a  de  H+y l a  can t idad  que es ex -  

pulsada aumenta, pos ib lemente  deb ido  a l a  i n h i b i c i ó n  d e l  ata- 

r r eado r  de P i  /H , l a  que impide l a  r e c i r c u l a c i ó n  d e  p ro tón  v i a  
+ +  

este  acarreador  (91).  

En consecuenc ia ,  se conc luye  que cuando se acumula c a l  - 

cia en m i t ocondr i as  ene rg i zadas  en p r e s enc i a  de  NEM, su entrada 

se ve severamente l im i t ada  por  l a  formación de  un ApH muy gran-  

de deb ida  a l a  a l c a l i n i z a c i ó n  de  l a  m a t r i z  m i t o cond r i a l ,  o r i g i -  

nada po r  e l  bombeo d e  H+ a l  e x t e r i o r  s i n  que é s t o s  vue lvan  a 

e n t r a r .  S i n  embargo, cuandc entran compuestos con H ( f o s f a t o  o 

á c i do s  l i b r e s  l i p o f í l i c o s ) ,  l a  a l c a l i n i z a c i ó n  d e l  medio s e  ve a - 

mort iguada,  l im i tándose  e l  ApH, y manteniéndose e l  AY a un n i -  

+ 

v e l  compat ib l e  con l a  r e t e n c i ó n  y mayor acumulación d e  c a l c i o .  

2: + 4 .  R e c i c l a j e  d e  Ca . 

Desde 1965  (59 )  , SE, s u g i r i ó  que l a  acumulación de C a l f  

en m i t ocondr i a  podr í a  ser cm es tado  e s t a c i o n a r i o  e s t a b l e c i d o  en - 

t r e  un i n f l u j o  dependiente  d e  l a  r e s p i r a c i ó n  y un e f l u j o  c o n t i -  

nuo. La propuesta  de  l a  e x i s t e n c i a  de  dos  v i a s  separadas e inde  - 

pend i en t es ,  s e  ha tomado como l a  me jor  manera d2 e x p l i c a r  l a  

d e s v i a c i ó n  d e l  e q u i l i b r i o  ne rns t i ano  de l a s  concent rac iones  de  

Ca en e l  interior de  l a  n i i tocondr ia  y e l  c i top lasma.  Dicha hi - 

p ó t e s i s  ha s i d o  apoyada p o r  exper imentos  con mi tocondr ias  i n t a c  - 

t a s  y con v e s í c u l a s  i n v e r t i d a s  en los que e l  r o j o  de  r u t e n i o  es  

2 +  

- 
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t imula  l a  s a l i d a  de c a l c i o .  A cont inuac ión  s e  d e s c r i b f n  l o s  

mencionados exper imentos ;  a) e l  e s t u d i o  r e a l i z a d o  en p a r t l c u l a s  

submi tocondr ia l es  de  po l a r i dad  i n v e r t i d a  demuestra que s ó l o  s e  

acumula c a l c i o  en p resenc ia  de r o j o  de ru t en i o ,  que e s t e  fenóme - 

no r e q u i e r e  de ATP, succ ina to  y P i ,  y que e s  s e n s i b l e  a o l i g o -  

mic ina ;  po r  l o  que s e  propone que e l  acarreador  para e l  i n f l u j o  

e s  s e n s i b l e  a r a j o  de r u t e n i o  (RR) ,  mientras  que e l  de e f l u j o  

no l o  e s ;  asimismo, que e l  e f l u j o  y no e l  i n f l u j o  ocurre  en co- 

t r anspo r t e  con P i  ( 9 8 ) ;  b )  s i n  embargo, o t r a s  observac iones  en 

v e s l c u l a s  i n v e r t i d a s  y energ i zadas  muestran que l a  entrada de  

c a l c i o  a e l l a s  no r e q u i e r e  d e l  movimiento s imul táneo de P i  y C a z + ,  

s i n o  que e s  s u f i c i e n t e  con que e l  P i  e s t é  den t ro  de l a  vecZc i i la  

para que ei c a l c i o  pene t r e  y también que e s t e  fenómeno 2s s ens i  - 

b l e  a RK (99 )  ; c )  enmitocor idr ias  i n t a c t a s  que r e s p i r a n ,  se ha 

v i s t o  que hay e f l u j o  de c a l c i o  deb ido  CL l a  aJ i z iBn  de acetoz ize-  

t a t o  (AcAcO-) en e l  medio, e l  cua l  no e s  preven ido  po r  F.R s i n o  

que p o r  e l  c o n t r a r i o  es  awiei l tado, ya que a l  i n h i b i r  e l  i n f l u j o  

d e l  c a t i ó n  con é l ,  e l  e f l i i j i o  se hace más e v i d e n t e  (100 )  y ;  d )  

l a s  m i t ocondr i as  de corazón que ox idan succ inato  acumulin c a l -  

c i o ,  e s t e  p roceso  s e  inhibc: con RR mient ras  que l a  presenc iu  de 

i ones  Na induce e l  e f l u j o  d e l  d i v a l e n t e ,  s i endo  é s t e  último ve - i. 

dado con La5+ (1 O 1  ) . 

a. RegulacLGn deL  EáLujo.  

Se ha d e t e c t ado  l a  dependencia d e l  e f l i i j o  de c a l c i o  con 
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r e s p e c t o  a l  s o d i o ,  en mi tocondr ias  d e  algunos t e j i d o s  como son: 

g lándula  pa r ó t i da  bov ina ,  c o r t e z a  supra r r ena l ,  c e r eb r o ,  músculo 

d o r s a l  de c one j o ,  músculo inasetero, mient ras  que en o t r o s  no 

ex i s t e ,  e . g .  r i ñ ón ,  h ígado ,  pulmón, músculo i l í a c o  y músculo d e l  

Útero ( 102 ) .  E l  e s t u d i o  antes  mencionado se r e a l i z ó  con mitocon- 

d r i a s  ene rg i zadas  con succ ina to ,  a l a s  que después de haber acu- 

mulado Ca2+ se l e s  i n h i b i ó  con RR,  de t a l  manera que e l  p roceso  

de  i n f l u j o  se  mantuviera i nh i b i do  mient ras  e l  de e f l u j o  se  l l e -  

vaba a cabo.  También s e  ha propuesto  que este  p roceso  e s  r e gu l a  - 

do po r  e l  e s tado  de Óxido-reducc ión de l o s  p i r i d í n n u c l e ó t i d o s ;  

é s t o  con base  enexperimentos r e a l i z a d o s  con m i t ocondr i as  r e s p i -  

rando con succ ina to  en p r e s enc i a  de rotenona,  en l o s  que a l  a d i  - 

c i o n a r  UT? ugente cxidunte c v m ~  2 1  AcAcC- se  provoca  l a  ox ida -  

c i d n  d e l  NADH e x i s t e n t e  a NAD l o  que o r i g i n a  un e f l u j o  de c a l -  

c i o .  Aún más, en presenc ia  de un agente  r educ to r  cono e l  B-h i -  

d r o x i b u t i r a t o ,  e l  NAD+ s e  reduce a NADH causando un i n f l u j o  de 

+ 

c a l c i o  ( 100 ) .  En cuanto a l  p o s i b l e  pape l  r e g u l a t o r i o  d e l  P i  s o -  

b r e  e l  e f l u j o  de c a l c i o ,  a.demás de l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  en 

v e s í c u l a s  i n v e r t i d a s  ya mencionados (98-99) ,  se ha es tud iado  en 

mitocondr i as  dep l e tadas  de f o s f a t o ,  en l a s  quese o b s e r v j  que el 

p ro c e so  no se l l e v a  a cabo en c o t r anspo r t e  con P i ,  n i  que r e -  

q u i e r e  de 6 1  ( 91 )  (ausenc ia  t o t a l  de movimiento de P i ) .  As imis -  

mo, s e  ha suge r ido  un papc l  r e g u l a t o r i o  para l o s  á c i do s  g rasas ,  

t en i endo  como apoyo experi-mentos en l o s  que s e  permi te  l a  en t r a  - 

da de  c a l c i o  a mi tocondr ias  ene rg i zadas  provocando una s a l i d a  

subsecuente d e l  ca t i í j n  con e l l o s ;  e s t a  s a l i d a  se v e  incrementa- 



da s i  e l  i n f l u j o  se  i nh i b e  con RR y s i  e l  c a t i ó n  monovalente 

en e l  medio e s  Cs , s i endo  l a  s e l e c t i v i d a d  para e s t o s  c a t i o n e s :  

Cs+> K+>> Na+> L i +  (103 ) .  

+ 

6. Mecanidmod d e  Ttans tocac ibn .  

+ 
Para e l  caso  de 10:s s is temas en  l o s  que e l  ión Na e s -  

t imula  e l  e f l u j o  de Ca2+, !se ha propuesto  que e l  t r ans l ocador  

es de t i p o  a n t i p o r t  Ca /Na , aunque l a  e s t equ iomet r í a  no ha s i -  

do defini'd'a ( 1 0 1 ) .  En cambio, en mi tocondr ias  de h ígado s e  

ha formulado l a  e x i s t e n c i a  d e l  a n t i p o r t  

apoyada en pruebas l l e v a d a s  a cabo en mi tocondr ias  ene rg i zadas  

dep l e tadas  de  P i ,  en l a s  que se provoca e l  e f l u j o  con UR y ace- 

t o a c e t a t o  y en l a s  que se mide l a  r e l a c i ó n :  I n f l u j o  H+/Ef lu jo  

Ca2+ dando un v a l o r  =1.9 (!36). S in  embargo, e l  r e v e r s o  d e l  aca-  

r r e ado r  d e l  i n f l u j o  puede o c u r r i r  pa rc i a lmente ,  l o  que e x p l i c a -  

r í a  e l  e f l u j o  causado po r  desacop lantes  que p rev i enen  o co lapsan 

l a  formación d e l  A Y  y ApH, ya que l o s  s is temas pos tu lados  p r e v i a  

mente Ca2+/Xa+ y Ca2+/2Hf no r e qu i e r en  necesar iamente  de  l a  c a í  

da de p o t e n c i a l  (104) .  En r e l a c i ó n  a l  acoplamiento  e n t r e  e l  r e c i  

c l a j e  con e l  Apy s e  ha l l e g a d o  c a s i  a un t o t a l  acuerdo de que 3 

l o  que s e  r e f i e r e  a l  i n f l u j o  d e l  c a t i ó n ,  é s t e  e s  un movimiento 

electroforético acoplado a l  AY mi t o cond r i a l  (30,43,73,82,90-93) 

aunque s i n  embargo, s e  ha observado que l a  n i g e r i c i n a  a concen- 

t r a c i o n e s  a l a s  que in te rcambia  K /H , aumenta l a  acumulación de 

c a l c i o  ( 1 )  en mi tocondr ias  dep l e tadas  de P i  y que r e s p i r a n  t en i en  

2+ + 

e l e c t r o n e ü t r o  Ca2+/2ki+, 

- 

- 

- 

+ +  

- 



do como sus t r a t o  B -h i d r ox i bu t i r a t o .  Como ya s e  habza menciona- 

do con a n t e r i o r i d a d ,  é s t e  es e l  fenómeno que s e  e s tud i a r a  c i n é -  

t i camente  en e l  p r e s en t e  t r a b a j o .  También se  han pod ido  obse r -  

v a r  f l u j o s  de c a l c i o  deb idos  a cambios de ApH provocados con n i  - 

g e r i c i n a ,  en m i t ocondr i as  i nh i b i das  metabólicamente, s i endo  l a  

ent rada  de Ca anulada coln RR y f a v o r e c i d a  con desacop lantes  

(105) .  Rec ientemente  s e  ha demostrado midiendo cambios de poten - 

c i a 1  e spec t ro f o t omé t r i camente  (con sa f ran ina )  , que durante e l  

i n f l u j o  de c a l c i o  ocurre  u.n cambio de p o t e n c i a l ,  mient ras  que 

durante e l  e f l u j o  no l o  ha.y, siempre y cuando e l  proceso  de en- 

t rada  a l a  m i t ocondr i a  e s t é  i nh i b i do  con RR (106 ) .  

2+ 

c. Vatriioa Acameadotren o un Canal A a i m E t t r i c o .  

Una de l a s  bases  p r i n c i p a l e s  para f a v o r e c e r  l a  h i p ó t e -  

s i s  de  que en r e a l i d a d  e x i s t e n  v a r i o s  acar readores ,  e s  e l  Iiecno 

de que durante  e l  e f l u j o  d e  c a l c i o  e l  RR permanece unido a l  aca - 

r r e ado r  ( 1 0 7 ) ;  s i n  embargo, l a  propuesta  de que e l  s i s t e n a  e s  

un cana l  s e  d e r i v a  de un e s t u d i o  comparat ivo  de l a s  g r á f i c a s  de 

Arrhenius  de compuestos que se sabe son acarreadores  o c ana l e s ,  

con e l  s i s tema de t ranspcrTe  de c a l c i o .  En é l  s e  a n a l i z ó  l a  ve- 

l o c i d a d  de entrada d e l  c a t i ó n  neciiada po r  iin g r ad i en t e  de k' , en  

m i t ocondr i as  i nh i b i das .  La a m e n c i a  de qu iebre  en l a  g r á f i c a  de 

t 

Arrhen ius  ob t en ida ,  s i m i l a r  a l a  encontrada para e l  t r anspo r t e  

con g ramic id in3  ( cana l ) ;  1.a ba j a  en ta lpZz  de a c t i v a c i ó n ;  e l  a l t o  

número d e  conve rs i ón  y ;  l a  inhibición as imé t r i c a  d e l  t r anspo r t e ,  

sug i e r en  qte este ÚltLio se lleva a cabo a través de un canal (109). 
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M A T E R I A L E S  

I ;  EACTIVOS QUIMICOS, 

Los compuestos empleados, fueron  grado r e a c t i v o  a n a l l t i  - 

co de  casas  comerc i a l e s  conoc idas  (Merck, J.T. Baker,  Sigma). 

E l  a n t i b i ó t i c o  N i g e r i c i n a  fue  obsequio  d e l  Dr. Marvin Gornan, 

E l i  L i l l y  L a b o r a t o r i e s ,  I nd i anapo l i s ,  EUA. E l  agua emplzada en 

l a  p r eparac i ón  de so luc i ones  f u é  b i d e s t i l a d a  en un d e s t i l a d o r  

de  v i d r i o .  

11, APARATOS I 

1. Cen t r í f u ga  R e f r i g e r a d a  Automática "DuPont Instrxzcnrs! 

S o r v a l l " ,  Modelo RC-5. DuPont Company. Instrument Products  3F*.-I- 

s i o n  S o r v a l l  Opera t ions ,  Newtown, Conn. EUA. 

2 .  Espec t ro f o t óme t ro  C a r l  Z e i s s ,  Modelo PM 6 KS. Czrl 

Z e i s s  de Méx ico ,  S.A. 

3.  Baño de agua a temperatura cons tan te .  Grant.  Cat . ,  

Modelo SP-50-1, EUA. 

4. Espec t ro fo tómetro  Aminco DW-2a, UV-VIS. Americari 

Instrument Co. D i v i s i o n  o f  Traveno l  Lab.,  Ixic. S i l ve r  S p r i n c , i l i .  

EUA . 
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I Y E T O D O S  

I ,  AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS,  

Las mitocondr i as  que s e  u t i l i z a r o n  en todos l o s  e x p e r i -  

mentos fueron  de h ígado  de r a t a  b lanca macho ( 150 -200  g ) .  Se 

a i s l a r o n  y p u r i f i c a r o n  s i gu i endo  e l  método es tándar  d e  c e n t r i f u  

gac ión  d i f e r e n c i a l  de Johnson y Lardy (log), que a cont inuac ión  

se d e s c r i b e .  

- 

El hzgado una v e z  extrzrdo y l a vado ,  se pesa, se  carts 

finamente con t i j e r a s  y después se homogeneiia en un x e d i o  de sa 

carosa  0.08M, mani to l  0.251Y, etilendiamintetraacetato de s od i o  

(EDTA) 0.001M a jus tado  a pli 7 . 4  con t r i e t ano lamina  [TE-A f ( i g  _de 

t e j i d o / l O  m l  de s o lu c i ón )  

x g durante 1 5  min., para  separar  l a s  c é i U l a s  en t e r a s ,  t e j i d o  

i n t a c t o  y núc l eos .  E l  sobrenadante se r e c e n t r i f u g a  a 17 0 0 0  x g 

durante 1 0  min., para separar  Ia f r a c c l 6 n  m i t o c o n d r i z l .  E l  sobre 

nadante se d e s ca r t a  y l a  pastilla se resuspende manualnente e11 

- 

26C C? 
E l  hornogeneizado s e  c e n t r i f u g z  a 6.8-e rppl /' 

l ~ A 5 0 i )  v n j  

- 

un medio de sacarosa 0.0814, mani to l  0.35bf a jus tado  a pH 7.4 con 
) < ~ /- 

TEA y se  c e n t r i f u g a  nuevamente a 1 7  0 0 0  x g por  1 G  min. Es te  l a -  

vado e s  con o b j e t o  de l i b e r a r  a l a  p r eparac i ón  m i t o c o n d r i a l ,  de 

microsomas, l i sosomas 'J fragmentos de membrana. La p a s z i i l a  ob-  

t en i da  s e  resuspende f i n a l x e n t e  en sacarosa 0.2531 a pi1 I .-i a jus  - 
- 
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t a d 0  c o n  TEA ( 2  g de t e j i d o  de hEgado/ml) . D u r a n t e  t o d o  e l  p r o  - 
c e d i m i e n t o  l a  t e m p e r a t u r a  .se m a n t i e n e  d e  0 - 4  "C. 

11, DEPLECION DE PI ENDOGENO, 

En l u g a r  d e  r e s u s p e n d e r  l a  p a s t i l l a  f i n a l  o b t e n i d a  p o r  

e l  método a n t e r i o r ,  e n  s a c a r o s a  0 . 2 5 N  a pH 7.4, l a s  m i t o c o n d r i a s  

a i s l a d a s  se  r e s u s p e n d e n  e n  un medio que c o n t i e n e :  2mbí NaADP 

(pH 7.4), 2mM f 3 - h i d r o x i b u t i r a t o - T E A  (pH 7.4) , 1mM EDTA-TEA (pH 

7 . 4 )  y 10 mM TEA-C1 (pH 7.4). Se u t i l i z a n  5 m l  d e  medio/g de 

h í g a d o  húmedo ( 1  1 O ) .  Una vez r e s u s p e n d i d a s  l a s  m i t o c o n d r i a s  , 
se i n c u b a n  p o r  10  min a 3 0 ° C  a g i t a n d o  suavemente .  Inmediatamen - 

t e ,  s e  c e n t r i f u g a n  a 17 O 0 0  x g d u r a n t e  10 min ,  p a r a  o b t e n e r -  

l a s  e n  forma d e  p a s t i l l a .  P o s t e r i o r m e n t e  se l a v a n  d o s  v e c e s  

c o n  s a c a r o s a  0 . 0 8  M y m a n i t o l  0 . 2 5  i\l a j u s t a d o s  a pH 7.4. F i n a l  - 

m e n t e ,  l a  p a s t i l l a  o b t e n i d a  se  r e s u s p e n d e  e n  s a c a r o s a  0 . 2 5  $1 a 

pH 7.4 a j u s t a d o  c o n  TEA ( 2  g de  t e j i d o  de h lgado/ml)  . A excep-  

ción : d e l  p e r í o d o  de i n c u b a c i ó n ,  t o d o  e l  p r o c e s o  se  l l e v a  a ca  - 

bo a una t e m p e r a t u r a  d e  O - 3 ° C .  

111, DETER:VII?4AC I ON DE PROTEI NA I 

E l  método empleado fue e i  d e  B i u r e t  (1 1 1 ) .  A 0 . 0 2  n l  

d e  l a  m u e s t r a  m i t o c o n d r i a : ,  s e  l e  a d i c i o n a n  0 . 2  m l  de  una s o -  

l u c i ó n  de d e s o x i c o l a t o  d e  c o d i o  (DCO) 31 5 %  ( e n  NaOH 0 . 0 1  S ) ,  
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se  a g i t a  y en segu ida  s e  añaden 1 . 2 8  m l  de agua y 1 . 5  m l  de 

r e a c t i v o  de B iu r e t .  Se incuba a 3 7 O C  durante  1 5  min y se  l e e  

a 540 nm con t r a  un b lanco  de  DCO,  r e a c t i v o  de B iu r e t  y agua. 

La curva,estándar s e  prepara  con albúmina de bov ino  c r i s t a l i -  

zada, a v a r i a s  concen t rac i ones ,  de  1-8  mg/ml de p r o t e í n a .  

R e a c t i v o  de  B i u r e t :  1 . 5  g de s u l f a t o  de cobre  penta -  

h id ra tado ,  6 . 0  g de  t a r t r a t o  de s o d i o  y p o t a s i o  y 300 m l  de 

h i d r ó x i d o  de  p o t a s i o  a l  lo%, l l e v a d o s  a 1 I t  con agua b i d e s -  

t i l a d a .  

IV, DETERMINACION DE ESPECTROS DIFERENCIALES I 

Para obtener  este  t i p o  de e spe c t r o s ,  se usó e l  e spec -  

t r o f o t ó m e t r o  Aminco DW-2a de dob l e  rayo ,  en su modalidad de 

ope rac i ón  " s p l i t  beam", en e l  que con un s o l o  monocromador se  

hace un b a r r i d o  a l o  l a r g o  d e l  rango de l ong i tudes  de onda se-  

l e c c i onadas .  En g e n e r a l ,  para  g r a f i c a r  l a  l í n e a  b a s a l ,  t an t o  

l a  c e l d a  de r e f e r e n c i a  como l a  usada para l a  muestra, s e  l l e -  

nan con sus tanc ias  i d é n t i c a s  y s e  co l ocan  en l o s  compartimien- 

t o s  co r r espond i en t es ;  en seguida se  hace pasar  un s o l o  rayo  de 

l u z  monocromático, d i v i d i d o  en dos po r  e l  e s p e j o  r o t a t o r i o  

f r a c c i onan t e ,  a l t e rna t i vamente  a t r a v é s  de l a s  c e l d a s  de r e f e -  

r e n c i a  y muestra. Es ta  r a d i a c i ó n  f r acc i onada ,  minimiza c u a l -  

q u i e r  des igua ldad  e n t r e  l o s  rayos  de r e f e r e n c i a  y muestra, p ro  

duciendo una l l n e a  basa l  r e l a t i v amen t e  r e c t a .  Después de que se 



ha g r a f i c a d o  l a  l í n e a  b a s a l ,  l a  c e l d a  co r r espond i en t e  a l a  

muestra s e  a l t e r a  químicamente, con l o  que se g r a f i c a r á , e :  es -  

p e c t r o  de l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  muestra y l a  r e f e r e n c i a .  A 

con t inuac i ón  s e  desc r iben  e1  funcionamiento Óp t i co  y l a s  v í a s  

que s i guen  l a s  s eña l e s ,  como se muestra en  l a  Fig. 2: 

La r a d i a c i ó n  p roven i en t e  de  l a  lámpara de u l t r a v i o l e t a  

(UV) o b i e n  de l a  lámpara de1  v i s i b l e  ( V IS ) ,  es  a focada por  e l  

e s p e j o  1 (E , )  a l a  r e n d i j a  de entrada hac ia  e l  monocromador 1 

(MONO 1 ) .  E l  obturador  1 (O1), s e  c o l o c a  de t a l  manera que so-  

l o  un r a yo  pase  a t r a v é s  de  l a  máscara d i v i s o r i a  d e l  rayo ( Y ) .  

Este rayo  es co l imado po r  e l  e s p e j o  2 (EZ) y d i f r a c t a d o  po r  e l  

MONO1 ; l a  r ad i a c i ón  nonocromática que r e s u l t a  e s  afocGda ?or 

e l  espejv 3 (Eg), 2 l a  r znd i ja .  de s a l i d a .  E l  l e n t e  "zoom" ( Z ) ,  

c o r r i g e  a l  rayo  de c u a l q u i e r  abe r rac i ón  c romát i ca  y automát i -  

camente l o  mantiene a focado  a un punto determinado en e l  cox- 

pa r t im i en t o  de l a  muestra, s i n  importar  l a  l o n g i t u d  de onda. 

E l  r a yo  e s  r e f l e j a d o  a l a  muestra (M) y a l a  r e f e r e n c i a  [R) en 

forma a l t e rnada ,  po r  e l  e s p e j o  r o t a t o r i o  f r a c c i onan t e  (E,) y 

por  e l  e s p e j o  f i j o  (E5), respec t i vamente .  En e s t e  punto, las 

s eña l e s  de ambos rayos  s e  i gua lan  con un atenuador (-AS]. Des- 

pués de qt?e e l  r ayo  h a  pasado a t r a v é s  de l a  muestra y ? a  r e -  

f e r e n c i a ,  l l e g a  a l  cá todo  d e l  tubo f o t o m u l t i p l i c a d o r  fF!.I) que 

genera  dos s eña l e s  de c o r r i e n t e  separadas en e l  t i empo.  Es-tas 

c o r r i e n t e s  se  c o n v i e r t e n  en seña l es  de l a  muestra y de l a  r e -  

f e r e n c i a ,  s i endo  ap l i c adas  a l o s  amp l i f i c ado r e s  r e c 2 e c t i v o s .  
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E l  e s p e j o  E4 produce pu lsos  de s i n c r o n i z a c i ó n  Ópt i ca  que gene- 

r an :  pu l sos  de s i n c r on i z a c i ón  de  r e f e r e n c i a  que dan s a l i d a  

a s eña l e s  de r e f e r e n c i a  a t r avSc  d e l  a m p l i f i c a d o r  r e s p e c t i v o ;  

pu l sos  de  s i n c r o n i z a c i ó n  de muestra que dan s a l i d a  a . seña les  a 

t r a v é s  d e l  a m p l i f i c a d o r  de l a  muestra; y s eña l e s  de t iempo pa- 

r a  mantener l a  v e l o c i d a d  d e l  motor d e l  e s p e j o  E4 a 250 8 a 1000 

Hz. Las s a l i d a s  de l o s  amp l i f i c ado r e s  de r e f e r e n c i a  y muestra 

son seña l es  de c o r r i e n t e  d i r e c t a  (CD). La seña l  CD de l a  mues- 

t r a  puede s e r  c o r r e g i d a  po r  e l  c i r c u i t o  de  c o r r e c c i ó n  de l a  

l í n e a  base (LB) y ap l i c ada  jun to  con l a  s eña l  CD de r e f e r e n c i a ,  

a l  amp l i f i c ado r  d i f e r e n c i a l  ( D I F ) ;  e s t e  amp l i f i c ado r  t ons  l a  d i  - 

f e r e n c i a  e n t r e  l a s  dos ent radas  y l a  a p l i c a  a l  c i r c u i t o  de ab- 

sorbanc ia  (Abs) o a l  de t ransmi tanc ia  ( T ) ,  e l  cua l  atenúa l a  se  

ñ a l  d i f e r e n c i a l  y l a  a p l i c a  en e s c a l a  a l  e j e  Y d e l  g r a f i c a d o r .  

- 

V, DETERMINACION DE LA CINETICA DE PEQUEROS C.4?"OS E€ 
ABSORBENCIA, 

Esta  de te rminac ión  :se l o g r a  con e l  e spe c t r o f o t óme t r o  

Aminco DW-2a en su modaliaad d e  ope rac i ón  " l ong i tud  de fiilcfa-dual'' 

y se ob t i ene  haciendo pasar  dos rayos de l u z  monocromáticos Ze 

d i s t i n t a s  l o n g i t a d e s  de onda de manera a l t e r n a t i v a ,  a t r a v é s  de 

una c e l d a .  A uno de e s t o s  r a y o s  se i e  denomina de r e f e r e n c i a  

(R) y a l  o t r o  de  l a  muestra (M); como ambcc r a y o s  pasan ci trzvér 

de  l a  misma po rc i ón  de l a  c e l d i l l a ,  é s t o  cance la  l o s  e f e z t o s  qce 



pudieran tener t an t o  e l  asentamiento de l a  muestra, como l a  

d i s p e r s i ó n  de  l u z  causada po r  l a  misma. Cuando se  induce un 

cambio químico en l a  muestra, e l  v a l o r  de l a  absorbenc ia  para 

e l  r ayo  con una A ,  cambia, a s l  como l a  absorbenc ia  para  e l  r a -  

yo con x 2 ,  ob ten iéndose  e l  e s p e c t r o  de l a  d i f e r e n c i a  de e s t o s  

cambios de absorbenc ia  con r e s p e c t o  a l  t iempo. Por  l o  t a n t o ,  

empezando con una d i f e r e n c i a  de  c e r o ,  s e  podrán i r  midiendo - 

subsecuentemente l o s  cambios de absorbenc ia  que ocurran en l a  

muestra. A cont inuac ión  se  desc r iben  e l  funcionamiento Óp t i c o ,  

y l a s  v l a s  que s i guen  l a s  s eña l e s ,  como s e  muestran en l a  Fig. 

3 :  

La r a d i a c i ó n  de l a  lámpara d e l  v i s i b l e  ( V IS )  o l a  que 

p r o v i ene  de l a  lámpara d e l  u l t r a v i o l e t a  (UV), s e  a f o ca  mecian- 

t e  e l  e s p e j o  1 (El] por  l a  r e n d i j a  de  ent rada  a l o s  monocrona- 

do res  MONO 1 y MONO 2 .  E l  obturador  1 (O1) s e  c o l o c a  en  una po -  

s i c i ó n  que permi ta  e l  paso de dos rayos  a t r a v é s  de l a  máscara 

d i v i s o r i a  (M) , e s t o s  rayos  son co l imados po r  e l  e s p e j o  2 ( E 7 )  y 

d i f r a c t a d o s ,  uno por  e l  MONO 1 y e l  o t r o  po r  el. MONO 2. Los r a -  

yos monocromáticos r e s u l t a n t e s  s e  a focan  con e l  e s p e j o  3 (E-) a 

l a  r e n d i j a  de s a l i d a  y e l  i e n t e  "zoom" ( Z )  l o s  c o r r i g e  de abe- 

r r a c i o n e s  cr6micas y l o s  mantiene autoináticamente a focados  en 

un punto f i j o  en e l  compartimiento de l a  muestra, s i n  importar  

l a  l o n g i t u d  de onda. En segu ida ,  l o s  dos  rayos  se  i gua lan  en i n  - 

t ens idad  con e l  atenuador dua l  (AD), e s t e  ba lanceo  n i e ga  l a  a b -  

so rbenc ia  abso lu ta  de l a  muestra a l a s  l ong i tudes  de onda s e -  

l e c c i onadas  y minimiza e l  e f e c t o  de d i s p e r s i ó n  de l a  l u z .  Después 

3 
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de s e r  i gua lados ,  ambos rayos  son r e f l e j a d o s  de manera a l t e r -  

na en l a  c e l d i l l a  de l a  muestra, de l a  s i gu i en t e  manera: e l  e s -  

p e j o  g i r a t o r i o  (E4) t i e n e  4 e spe j o s  espac iados  a l a  misma d i s -  

t a n c i a ,  cada r e v o luc i ón  del. motor corresponde a 4 c i c l o s ,  l a  

mitad de un c i c l o  c ons i s t e  en e l  tiempo en que uno de l o s  espe-  

j o s  r o t an t e s  e s t á  in te rceptando  a l  rayo  y l a  o t r a  mitad,  a l  - 

tiempo en que e l  rayo  pasa en t r e  dos de l o s  e spe j o s  g i r a t o r i o s .  

Durante una po rc i ón  d e l  c i c l o ,  e l  rayo  MONO 1 e s  r e f l e j a d o  por 

e s t e  e spe j o  a l a  c e l da  de 3.a muestra y en e s t e  momento, e l  r a -  

yo MONO 2 e s  bloqueado por e l  mismo e s p e j o ;  a l  g i r a r  e l  e spe j o  

y d e j a r  e l  paso l i b r e  a l o s  dos rayos ,  e l  rayo  NONO 2 e s  r e f l e -  

j ado  por  e l  e s p e j o  6 (E6)  EL l a  muestra, mientras que e l  rayo  

MONO 1 es r e f l e j a d o  por e l  e s p e j o  5 ( E 5 )  a l  obturador 2 (O,) 

que l o  bloquea.  A s í ,  durant:e l a  mitad d e l  c i c l o ,  e l  rayo  iIIONC 1 

e s  r e f l e j a d o  a l a  muestra y durante l a  o t r a  m i t a d ,  e l  rayo  >ION9 

2 e s  e l  r e f l e j a d o .  Después de que l o s  rayos  MONO 1 y bíOSO 2 pa -  

san a t r a v é s  de l a  muestra, pros iguen a l t e rnat i vamente  a l  c á t o -  

do d e l  tubo f o t omu l t i p l i cad .o r  (FM), en e l  que se generan dos se-  

ña l e s  de c o r r i e n t e  separadas en e l  t iempo. Estas c o r r i e n t e s  se 

c onv i e r t en  en l a s  seña les  de r e f e r e n c i a  y muestra, y se  ap l i c an  

a l o s  amp l i f i cadores  r e s p e c t i v o s .  E l  e sp e j o  g i r a t o r i o  (Ej) pro- 

duce pu lsos  de s i n c r on i z a c i ón  Ópt ica  que generan:  pulsos  de r e -  

f e r e n c i a  s inc ron i zados ,  que dan s a l i d a  a seña les  de r e f e r e n c i a  

a t r a v é s  d e l  amp l i f i c ado r  de r e f e r e n c i a ;  pu lsos  de l a  maestra 

s inc ron i zados  que dan s a l i d a  a seña les  de muestra mediante e l  

amp l i f i c ado r  de l a  muestra; y seña les  de tiempo que mantienen 

-39-  
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l a  v e l o c i d a d  d e  es te  e s p e j o  a 250 Ó 1 0 0 0  Hz .  Las s a l i d a s  de 

l o s  amp l i f i c ado r e s  de  la muestra y d e . l a  r e f e r e n c i a  son de 

c o r r i e n t e  d i r e c t a  (CD). Tanto l a  s eña l  R, como l a  s eña l  M ,  

son ap l i c adas  d i rec tamente  a l  a m p l i f i c a d o r  d i f e r e n c i a l ,  e s t e  

a m p l i f i c a d o r  toma l a  d i f e r e n c i a  e n t r e  e s t a s  dos s eña l es  y l a  

a p l i c a  a l  c i r c u i t o  de absorbenc ia  (ABS.) o a l  de t ransmitan-  

c i a  (T ) .  Este c i r c u i t o  atenúa l a  s eña l  d i f e r e n c i a l  y l a  a p l i -  

ca en e s c a l a  a l  e j e  Y d e l  g r a f i c a d o r .  

V I  * MEDICION DEL TRANSPORTE DE CA? 

Se han d e s c r i t o  v a r i o s  métodos para  medir e l  t r anspor -  

te  de  cu lc is  de sistcnas V i o l 6 g i c o c ;  e n t r e  l o s  procsd imientos  

más comunes e s t án  e l  de l a  d i s t r i b u c i ó n  i s o t ó p i c a ,  e s p e c t r o s -  

c o p l a  de abso rc i ón  atómica,  e l e c t r o d o s  e s p e c f f i c o s  e ind i cado -  

res f o t o lum in i s c en t e s ,  f l u o r e s c e n t e s  y absorbentes  (112-134) .  

Los  i nd i c ado r e s  de c a l c i o  absorbentes  han s iGo  u t i l i z a -  

dos  para  medir l a  c i n é t i c a  d e l  t r anspo r t e  en  c é l u l a s  y en f r a c c i o  

nes c e l u l a r e s ,  como mi tocondr i as ;  e s t o s  i nd i c ado r e s  meta locró -  

micos son substanc ias  que cambian e l  c o l o r  cuando l a  concent ra -  

c i ó n  d e  c a l c i o  en l a  so luc i6n  cambia, s i endo  l a  d i f e r e n c i a  de 

co lor  e n t r e  e l  ind i cador  l i b r e  ( Ind )  y e l  comple jo  i nd i c ado r -  

c a l c i o  (Ind-Ca2+), grande,  po r  l o  que pueden s e r  usados para  

de te rminar  cuan t i t a t i vamente  l a  concen t rac i ón  d e l  meta l  en e l  

medio ( 119 -124 ) .  

- 

Aunque una gran va r i edad  de substanc ias  puedan f o rna r  



adecuadamente comple jos  con c a l c i o ,  para medir su t ranspor t e  

deben cumpl i r  con l o s  s i g u i e n t e s  r e q u i s i t o s :  a) e l  ind i cador  

debe s e r  s o l u b l e  en agua y t ene r  e l  mínimo c o e f i c i e n t e  de pa r -  

t i c i ó n  en l a  p o r c i ó n  apo la r  de l a  membrana, l o  que no pe rmi t e  

l a  unión o p ene t r a c i ón  d e l  i nd i cador  a e l l a .  Así, l o s  cambios 

de  absorbenc ia  pueden r e l a c i o n a r s e  con l a  concen t rac i ón  de Ca 

en l a  s o lu c i ón  e x t r am i t o cond r i a l ;  b )  e l  ind i cador  no debe t e -  

n e r  e f e c t o s  l a t e r a l e s  sobre  l a  func i ón  y e s t ruc tu ra  c e l u l a r ,  

en este caso  de l a  m i t ocondr i a ;  c )  debe s e r  s e l e c t i v o  para c a l -  

c i o ,  l o  que qu i e r e  d e c i r ,  que debe r e a c c i ona r  s o l o  con c a l c i o  

o b i e n ,  que e l  comple jo  Ind-Ca2+ posea propiedades  f í s i c ü s  o 

quicmicas p a r t i c u l a r e s ,  de t a l  manera que aunque l a  r e a c c i ón  d e l  

ind icador  con e l  Caz+ no sea  e s p e c l f i c a ,  se pueda l o g r a r  o aU- 

mentar l a  s e l e c t i v i d a d  a l  e s c og e r  l a s  cond i c i ones  exper imenta-  

l e s  apropiadas  y a s í  d e t e c t a r  e l  t r anspor t e  de c a l c i o  en presen 

c i a  de o t r o s  c a t i o n e s .  La medic ión s e l e c t i v a  d e l  t r anspo r t e  de 

c a l c i o  en p r e s enc i a  de  o t r o s  i one s ,  generalmente se  l o g r a  se-  

l ecc ionando  e l  p e r  de l ong i tudes  de onda adecuado. Se debe t e -  

n e r  cuidado de e x c l u i r  cua l qu i e r  i n t e r f e r e n c i a  cruzada de H , 
Na , K+ y big , l o s  cua l e s  además de  e s t a r  p r e s e ~ l t e s  en l a  p r e -  

pa rac i ón  b i o l ó g i c a ,  s e  r e d i s t r i b u y e n  durante su func ionamiento ;  
2+ d) l a  cons tante  de v e l o c i d a d  de f o rmac i j n  d e l  comple jo  Ind-Ca 

debe s e r  i o  más a l t a  p o s i b l e ,  para que e l  t r anspor t e  que s e  

e s t á  midiendo tenga  un t iempo de r e s o l u c i ó n  acep tab l e .  Es ta  es  

una d e  l a s  me jores  v en t a j a s  que o f r e c e n  e s t o s  i nd i c ado r e s ,  S G -  

b r e  l a s  o t r a s  t é c n i c a s ,  ya que se  pueden obtener  c i n é t i c a s  en 

2+ 

- 

+ 

+ 2 +  
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e l  orden d e  l o s  mseg o useg. La c i n é t i c a  d e l  t r anspo r t e  debe 

ser más l e n t a  que e l  t iempo de r e l a j a c i ó n  d e l  comple jo  Ind-Ca"; 

e) l a s  l ong i tudes  de onda que s e  escogen deben s e l e c c i o n a r s e  de 

t a l  manera que l a  absorbenc ia  d e l  i nd i cador  pueda s e r  de t ec tada  

s in  i n t e r f e r e n c i a  d e  cambios de absorbenc ia  no e s p e c í f i c o s ,  es- 

t o s  cambios de absorbenc ia  surgen d e l  " swe l l i ng "  o b i e n  de cam- 

b i o s  de  absorbenc ia  de piginentos p resen tes  en  l a  mi tocondr ia  y 

se pueden e v i t a r  mediante el uso de l a  t é c n i c a  de dob l e  rayo  o 

midiendo e l  cambio de absorbenc ia  d e l  i nd i cador  en un área  d e l  

e s p e c t r o  en donde l o s  pigmentos no absorban; f )  e l  c o e f i c i e n t e  

de  absorbenc ia  d i f e r e n c i a l  A e n t r e  e l  i nd i cador  l i b r e  y e l  corn E '  - 

p l e j o  Ind-Ca debe s e r  l o  más grande p o s i b l e ,  ya  que e s t o  p e r -  

mite que con pequeñas concent rac iones  de i nd i c ado r ,  se psedan 

medir  l o s  cambios de concen t rac i ón  d e l  c a t i ó n  y ,  g) l a  a f i n i d a d  

d e l  i nd i cador  p o r  e l  c a l c i o  debe s e r  r e l a t i v amen t e  b a j a ,  de t a l  

manera que durante l a  medic ión l a  mayor p a r t e  d e l  i nd i cador  e s -  

t é  l i b r e ,  l o  que p e r m i t i r á  una l i n e a r i d a d  en l a  curva  de t i t u l a  

c i ó n  y también que no se  mod i f i que  l a  concen t rac i ón  de c a l c i o  

l i b r e  deb ido  a l a  p r e s enc i a  d e l  i nd i c ado r .  Por  l o  t a n t o ,  acnque 

l o s  cambios de absorbenc ia  que s e  miden son func ión  d e l  comple- 

j o  Ind-Ca2+, e l  e q u i l i b r i o  Ind Ind-Ca2+ debe e s t a r  desp la za -  

da hac i a  l a  i z q u i e r d a ,  l o  que i nd i c a  que l a  concen t rac i ón  de - 

c a l c i o  en e l  medio de r e z c c i ó n  debe s e r  menor que l a  K e n t r e  

e l  i nd i c ado r  y e l  c a l c i o .  

2+ 

- 

D 

A. SELECCION DEL INDICADOR. 



En l a  s i g u i e n t e  t a b l a  s e  muestran l a s  propiedades  d e  
2+ l o s  i nd i c ado r e s  meta locrómicos  para Ca , más usados: 

TABLA I 

PROPIEDADES DE LOS INDICADORES MUREXIDO, ARSENAZO I11 Y A N T I -  
PIRILAZO 111. 

~ ~ ~~ ~~ 

Mu r.6 x i d  o Arsenazo I11 Antipiri lazo III 

P.M. 28 4 776 

S o l u b i l i d a d  H20 > 20 mM > 50 mM 

Unión a c é l u l a s  o 
a f r a c c i o n e s  c e l u  - 
l a r e s .  - 

E f e c t o s  l a t e r a l e s  
sobre  e s t ruc tu ra  y 
f u c i ón .  - 

2+ . Ind-Ca . 
KD (a 50 mM y 0.5M 1 - 3  mM 15-60  VM 

KC1 ) .  

- 6  - 25 

Tiempo r e l a j a c i ó n .  < 2 seg > 2.8  mseg 

746 

> 20 m-ci 

6 0 - 4 0 0  UM 

- 7  

1 8 0  pseg 

La s e l e c c i ó n  s e  r e a l i z ó  bgsicamente tomando como punto 

de r e f e r e n c i a  l a  concen t rac i ón  d e  c a l c i o  que s e  ad i c i ona  a l  me- 

d i o .  Como e s t a  concen t rac i ón  e s  d e  400  uS1, e l  i nd i cador  adecua- 

do según e l  i n c i s o  g), e s  e l  muréxido ya que su KD= 1 - 3  m'í. En 



cuanto a sus demás prop iedades ,  e l  muréxido cumple con l o s  re-  

q u i s i t o s  e s t a b l e c i d o s  con a n t e r i o r i d a d .  

B. SELECCION DE LAS LONGITUDES DE ONDA ADECUADAS. 

Para  e l l o  se ob tuv i e ron  l o s  s i g u i e n t e s  e spe c t r o s  d i f e -  

r e n c i a l e s :  
1, Muréxído vs Murílxido + Ca 2+ ( F i g .  4a).  

2. Muréxido v s  Mur6xido + blg 2+ ( F i g .  4 b ) .  

1. Muestra l a  d i f e r e n c i a  d e l  e s p e c t r o  para muréxido des  - 

pués d e  que s e  añadieron d i s t i n t a s  concent rac iones  d e  Ca z+ . a  l a  

c e l d a  de l a  muestra. La p resenc ia  de c a l c i o  induce un incremen- 

t o  d e  absorbenc ia  d e l  muréxido a una X = 4 7 5  nm y un d e c r e -  

mento a una A = 547 nm, con un punto i s o s b g s t i c o  a 5 0 9  nm. 

En p r i n c i p i o ,  l o s  cambios de  concen t rac i ón  d e  c a l c i o  se  pueden 

max 

min 

medir  como l o s  cambios que s u f r e  e l  i nd i cador  a X o Amin' max 
S in  embargo, como ya s e  había  d i cho  l a s  medic iones  de  l o s  cam- 

b i o s  de absorbenc ia  a una s o l a  A ,  s o n  i n s a t i s f a c t o r i o s  en p r e -  

s enc i a  de mi tocondr ias  y especialmente durante e l  t r ansps r t e  

de c a l c i o  depend iente  de energl ía,  ya que l o s  cambios i n e s p e c í -  

f i c o s  d e  absorbenc ia  como 1s son el "swel l ing ! '  o l a  p r e c i p i t a -  

c i ó n ,  pueden s e r  aún mayores qze l o s  deb idos  a cambios en l a  

concen t rac i ón  de c a l c i o .  Comc? es tos  cambios i n e s p e c í f i c o s  apa-  

r e c en  en una amplia á rea  d e l  e s p e c t r o ,  nueden ser minimizados 

o a b o l i d o s  como ya se había  mencionado, con e l  ESO de l a  t 6 c n i  - 

- 4  1- 
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ca  d e  dob l e  rayo .  Con e s t a  t é c n i c a  l o s  cambios i n e s p e c i f i c o s  

d e  absorbenc ia  serán i g u a l e s  en ambas l ong i tudes  de  onda, dan- 

do  como r e su l t ado  un cambio d e  absorbenc ia  nulo .  

2. Muestra e l  e s p e c t r o  d i f e r e n c i a l  muréxido v s  muréxi-  

p r o -  2+ do + v a r i a s  concent rac iones  de  FIg2+. La p r e s enc i a  de Mg 

duce un cambio d e  absorbenc ia  COR un p i c o  ancho a X = 526 nm. 

Como se puede obse rva r  s o l o  a l t a s  concent rac iones  de  es te  ca -  

t i ó n ,  causan un cambio d e  absorbenc ia  c ons i d e r ab l e  po r  l o  que 

se ha juzgado que e l  muréxido e s  e s p e c í f i c o  para  Ca . S i n  em- 

ba rgo ,  como precauc ión  se han s e l e c c i onado  dos l ong i tudes  de 

onda, a l a s  que cuando se  n i da  l a  absorbenc ia  d e l  muréxido en 

func i ón  d e l  t i enpo ,  s o l o  e l  Ca y no - e l  big produzca cambios 

de absorbenc ia .  

2+ 

2+ 2+ 

Las  f l e c h a s  de l a  F i g .  4 i nd i can  l a s  l ong i tudes  de o n -  

da se l e cc i onadas :  A ,  = 474 .8  y 
2+ so rbenc ia  producida po r  e l  Mg e s  la-misma,  l o  que t i e n e  come 

A i  = 5 8 4 . 2 ,  a l a s  que l a  ab- 

consecuenc ia  que a l  a p l i c a r  l a  t é c n i c a  d e  dob l e  rayo ,  l a  s eña l  

para  e s t e  meta l  sea  nu la .  En cuanto a l a  absorbenc ia  generada 

po r  l a  unión d e l  Caz+ a l  muréxido, a e s t a s  l ong i tudes  de onda, 

se observa  que a 4 7 4 . 8  hay una absorbenc ia  p o s i t i v a  ( + ) ,  y a 

584.2 una absorbenc ia  n e g a t i v a  ( - ) ,  a l  a p l i c a r  l a  t s c n i c a  de 

dob l e  r a yo ,  ambas l ong i tudes  de  onda s e  r e s t a n ,  l o  que d a r í a  

como r e su l t ado  una abso rc i ón  aún mayor. Por  l o  t a n t o ,  c3n e s -  

t a s  l ong i tudes  de  onda, s o l o  se observará  s eña l  en p resenc ia  

de Ca y no de 31g , al_ a p l i c a r  e l  dob l e  r ayo .  2+ 2+ 



f / I I ,  CONDICIONES QUE SE ?lJNTüVIER3ti C9NSTAlTES EN T9DOS 
LOS EXPERIYENTOS, 

1 .  Medio d e  suspensión basa l :  

1 0  b M  TEA-C1 (PH 7 . 4 )  

1 5  mi KC1 

200 mM Sacarosa-TEA (pH 7 . 4 )  

5 0  $I Muréxido 

1 . 5  mg proteTna/ml 

2 .  Volúmen de  l a  c e l d a  = 3 m l .  

3. Temperatura ambiente.  

4 .  Mi tocondr i as  dep l e tadas  d e  P i  endógvn9. 

5 .  Todas l a s  med ic iones  fueron r e a l i z a d a s  considerando 

pürámetros c i n é t i c o s ,  ob t en idos  po r  l a  t é c n i c a  de 

d o b l e  r a yo  usando l a s  l ong i tudes  de onda x í - 4 7 4 . 3  fin? 

y X 2  = 5 8 4 . 2  nm. 

6. Las r e a c c i one s  fue ron  i n i c i a d a s  con l a  a d i c i ó n  de 

400  p M  de  CaC12. 

7 .  La s o lu c i ón  de  murgxido e r a  preparada e l  m i m o  d í a  

d e l  experimento. 
I 

VIII, CALCU L3S I 

’+ 
1 .  La. s eña l  c c r r espond i en t e  a l  t r anspo r t e  d e  Ca’ para 

cada exper imento s e  o b t i e n e  r e s t ándo l e  pun%o 3 punto -1 zr5i f i -  

-47 - 



c o  que s e  r e g i s t r a  cuando e l  medio de  r e a c c i ón  corresponde e x -  

c lus i vamente  a l  medio d e  suspensión basa l .  

2. A l  f i n a l  d e  cada experimento s e  r e a l i z ó  una t i t u l a -  

c i ó n  con d i s t i n t a s  concent rac iones  de Caz+, r e g i s t r ándose  l o s  

cambios de  absorbenc ia  producidos .  

3 .  Los nno les  d e  Ca 2+ acumulados para cada exper imento ,  

4 .  200  riM Ca 2 1  - - 1 1 0  nmoles Ca 2+ /mg p r o t e l n a .  

se c a l cu l a r on  para cada p w t o  d e l  r e g i s t r o  co r r espond i en t e  a l  

t r anspo r t e  d e l  c a t i ó n ,  en base a l a  t i t u l a c i ó n  f i n a l  d e l  mismo. 

5 .  Cada experimento se r e a l i z ó  p o r  l o  menos po r  t r i p l i -  

cado. 

6 .  Las  f i g u r a s  muestran e l  promedio de  l o s  experimentos 

r e a l i z a d o s .  

- 3 8  - 
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R E S U L T A D O S  

El a n á l i s i s  d e  l o s  c a m b i o s  en  l a  c o n c e n t r a c i ó n  i n t r a -  

extra  m i t o c o n d r i a l  d e  c a l c i o ,  d e b i d o s  a l a  p r e s e n c i a  s i m u l t á -  

n e a  d e  P i ,  n i g e r i c i n a  y B - h i d r o x i b u t i r a t o  ( l ) ,  se  r e a l i z ó  d e  l a  

s i g u i e n t e  manera :  

I .  L a  c i n é t i c a  d e l  p r o c e s o .  

11. La e s p e c i f i c i d a d  d e l  s u s t r a t o .  

I I I .  L a  e s p e c i f i c i d a d  a n i ó n i c a .  

IV .  E f e c t o  d e  l a  N - - e t i l m a l e i m i d a .  

V. E f e c t o  d e l  B - h i d r o x i b u t i r a t o  como a n i ó n .  

V I .  E f e c t o  d e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  n i g e r i c i n a .  

I ,  LA CINETICA DEL PROCESO, 

En l a  Fig. 5 se m u e s t r a  l a  c i n é t i c a  d e l  fenómeno y se  c o -  

r r o b o r a  que e f e c t i v a m e n t e  a una  c o n c e n t r a c i ó n  d e  0 . 1 4  x 1 0 - 6 M ,  l a  

n i g e r i c i n a  ( e n  c o n d i c i o n e s  e n  l a s  que s e l e c t i v a m e n t e  e x c l u y e  K y 

mete H+ a l a  m i t o c o n d r i a )  e n  p r e s e n c i a  d e  P i  y B - h i d r o x i b u t i r a t o ,  

promueve l a  a c u m u l a c i ó n  d e  Ca l a  c u a l  e n  cambio  es  p r á c t i c a m e n -  

t e  n u l a  cuando s o l o  hay  g h i d r o x i b u t i r a t o  + P i  e n  e l  medio.  S i n  

embargo ,  a n a l i z a n d o  e l  p r o c e s o  c i n é t i c o  se  o b s e r v a  q u e :  

+ 

2+ 

A. En a u s e n c i a  d e  n i g e r i c i n a  y d e  P i  a ñ a d i d o s  a i  m e d i o ,  

- 4 9  - 



el 6 - h i d r o x i b u t i r a t o  c a u s a  iiria d i s c r e t a  a c u m u l a c i ó n  i n i c i a l  de  

Ca 

p o r  d i v e r s o s  i n v e s t i g a d o r e s  (51,57). E l  ApH g e n e r a d o ,  se d e r i -  

va d e  l a  a l c a l i n i z a c i ó n  d e  l a  m a t r i z  m i t o c o n d r i a l  p o r  e l  bombeo 

d e  p r o t o n e s  a l  e x t e r i o r ,  a c o p l a d o  a l a  o x i d a c i ó n  d e l  s u s t r a t o .  

Por l o  t a n t o ,  se puede i n f e r i r  que l a  e n t r a d a  i n i c i a l  d e  c a l c i o  

a l a  m i t o c o n d r i a ,  no r e q u i e r e  d e  P i  ( 9 1 ) .  Una v e z  que  ha o c u r r i  - 

do l a  e n t r a d a  r á p i d a  d e  Ca , é s t e  empieza  a ser  r e c i c l a d o  a t r a  - 
vés d e  l a  membrana, p o r  l o  clue se  o b s e r v a  una  p e n d i e n t e  de  e f l u -  

j o  del c a t i o n ,  l a  c u a l  se  e c t a b i l i z a  una vez que l a  c o n c e n t r a -  

c i ó n  d e  Ca2+ a l c a n z a  e l  e q u i l i b r i o  ( F i g .  5, o )  

2+ , s e g u r a m e n t e  a s o c i a d a  a l a  f o r m a c i ó n  de un ApH, d e s c r i t o  

2-c 

B. Cuando a l  medio e x p e r i m e n t a l  s e  agrega f o s f a t o  adem3s 

d e  @ - h i d r o x i b u t i r a t o ,  e l  ?rimer a n i ó n  c a u s a  una e n t r a d a  i n i c i a l  

d e  c a t i ó n  mayor que l a  que se o b s e r v a  i í n i c a m e n t e  en  p r e s e n c i a  d e l  

s u s t r a t o .  E s t o  p o s i b l e m e n t e  o c u r r e  d e b i d o  a que l a  e n t r z d a  de  E + ,  

e n  s i m p o r t  c o n  e l  P i ,  a m o r t i g u a  e l  medio a l c a l i n o  i n t e r I ; o  e x i s t e n  - 

t e ,  que h a b í a  s i d o  promovido p o r  l a  r e s p i r a c i ó n .  E s t e  e f e c t o  hu- 

f fer  

que  e l  AY s e  mantenga a un n i v e l  en e l  que o c u r r e  una mayor x u -  

m u l a c i ó n  d e l  c a t i ó n .  DespulSs d e  e s t a  e n t r a d a  i n i c i a l ,  s e  n i a n i f i z s  - 

t a  e l  r e c i c l a j e ,  o b s e r v á n d o s e  que e l  e f l u j o  s e  a c e l e r a  n o t a b i e x e z .  - 

t e  p o r  l a  p r e s e n c i a  de P i  (Fig. 5, A )  

a s u  vez o r i g i n a  que e l  cambio d e  pH se  vea c o n s t r e ñ i G o  y 

C.  P o r  Ú l t i m o ,  a l  a ñ a d i r  n i g e r i c i n a  a l  m e d i o ,  es  evicien- 

t e  que l a  e n t r a d a  de c a l c i o  i n i c i a l  no se  ve a f e c t a d a  noteb lmen-  

t e  c o n  r e s p e c t o  a l a  o b s e x v a d a  cuando s ó l o  hay P i  y 6 - h i d r o x i b u t i  - 
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r a t o .  S i n  embargo, cuando e l  r e c i c l a j e  se i n i c i a  se observa  que 

l a  s a l i d a  d e l  c a t i ó n  disminuye en forma c ons i d e r ab l e ,  deb ido  a 

l a  presenc ia  d e l  i o n ó f o r o  ( F i g .  5, A). 

Por  l o  t a n t o ,  e l  p r esen te  exper imento  demuestra s i n  l u -  

ga r  a dudas, que l a  aparznte  acumulación d e  Caz+ ad judicada a l a  

n i g e r i c i n a  en observac iones  p r e v i a s  (l), es deb ida  en r e a l i d a d  a 

l a  i n h i b i c i ó n  d e l  e f l u j o  d e l  i ón  d i v a l e n t e  causado por  l a  n i g e -  

r i c i n a  y no como se había pensado, 3. l a  a c e l e r a c i ó n  d e l  i n f l u j o  

promovida p o r  e l  i o n ó f o r o .  

I I LA ESPEC I FI C IDAD DEL SUSTRATO I 

A l  a n a l i z a r  l a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  fenómeno con r e s p e c t o  a 

sus t r a t o s  que jun to  con e l  B -h i d r ox i bu t i r a t o ,  se  ox idan  en e l  con - 

p l e j o  NADH-Citocromo b ( t r ad i c i ona lmente  denominado e l  s i t i o  l ) ,  

como son e l  g lutamato ,  e l  p i r u v a t o  y e l  p a r  g lutamato-malato ,  s e  

observó  que ninguno de  e l l o s  -con excepc i ón  d e l  B -h i d r ox i bu t i r a t o -  

promovían l a  i n h i b i c i ó n  d e l  e f l u j o  d e l  c a t i ó n ,  e n  p r e s enc i a  de n i  

g e r i c i n a .  Además, tampoco pe rmi t í an  l a  s a l i d a  ráp ida  ¿e c a l c i o  en 

p resenc ia  d e  P i ,  como l a  que se observó  cuando e l  sus t r a t o  e72 B -  

h i d r o x i b u t i r a t o  ( F i g .  L A - C ) .  

La entrada i n i c i a l  de c a l c i o  promovida por l o s  t r e s  sus- 

t r a t o s  señalados fué  muy s i m i l a r ,  t en iendo  l a s  s i g u i e n t e s  c a r a c -  

t e r € s ¿ i c a s  g ene ra l e s  d e  i .n te rpre tac iÓn:  a )  en ,presenc ia  d e  crus- 

t r a t o  s o l o ,  l a  entrada i n i c i a l  s e  ve l im i t ada  por  l a  formacióri 
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d e l  ApH generado;  b) en cambio, cuando hay P i  en e l  medio, e l  a -  

ba t im i en to  d e  e s t e  ApH pr’omueve una mayor entrada de  Caz+ y ;  c)  

en l o s  t r e s  casos ,  se observa  que l a  n i g e r i c i n a  disminuj-e l i g e -  

ramente l a  ent rada  i n i c i a l  deb ida  a l  P i .  Pos ib lemente  e s t e  Ú l t i -  

mo sea  un e fecto d e  inhibici .Ón s i m i l a r  a l  presentado cuando el 

P i  se ad i c i ona  en exceso ,  como se muestra en l a  Fig. 10 . Esto  es,  

e l  exceso  de  H+ hace que e l  ApH s e  c o l aps e  y que l a  entrada e lec - 

t r o f o r é t i c a  de  Caz+, se inh iba  (Fig. 6 A - C ) .  

En l a  F i g .  7 se presentan l o s  r e su l t ados  ob t en idos  cuan- 

do e l  sus t r a t o  ox idado (ahora en e l  comple jo  Citocromo b - c ,  tam- 

b i é n  denominado S i t i o  í!), e s  e l  succ inato .  En e s t a  f i g u r a  s e  ob-  

s e r va  que: 

De modo s i m i l a r  a l o s  o t r o s  s c s t r a t o s  es tud iados ,  19 en- 

t r ada  d e  c a l c i o  deb ida  Únicamente a l a  ox idac i ón  d e l  s u s t r a t o ,  2s 

menor que l a  que ocur r e  en p resenc ia  de  sus t r a t o  y P i .  Asiniismo, 

l a  n i g e r i c i n a  provoca que l a  ent rada  debida a succ inato  + P i  

se vea  l i g e ramente  i nh i b i da .  

Con r e s p e c t o  a l a  f a s e  de  e f l u j o  s e  encontró  que e l  suc c i  - 

na t o  no l a  promueve y que tampoco, e l  f o s f a t o  n i  l a  n i g e r i c i n a  l a  

f a c i l i t a n .  Es t e  dato  e s t a r i a  en aparente  c o n t r a p o s i c i ó n  con l a  tq - 

p o l o g í a  de l o s  r e su l t ados  ob t en idos  en v e s í c u l a s  i n v e r t i d a s  en l o s  

que l a  entrada y no e l  e f l u j o  de Caz+ a e l l a s  ocur r e  con  succ ina-  

t o  + ATP + P i  ( 9 S j .  En seguimiento  s imp l e  a e s t a  obse rvac i ón ,  de -  

b e r z a  haberse  ob t en ido  un riiarcado e f l u j o  de Ca con succ inato  + 

f o s f a t o .  S i n  embargo, puede argumentarse que, en nues t ro  caso ,  en 

e l  que s e  t r a b a j a  con mi tocondr ias  i n t a c t a s ,  la presenc ia  de \TP, 

2+ 
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Pi y succinato en el interior de la mitocondria, sea un factor im - 

portante para la retención no específica del catión divalente 

( 5 6 ) ,  tal y 

(99) y no que necesariamente el control específico de influjo vs. 

eflujo requiera de estos componentes. En nuestros experiaentos, 

como sucede en el caso de las vesiculas invertidas 

es de esperarse que el contenido de ATP intramitocondrial sea re- 

lativamente alto ya que la depleción de Pi endógeno ocurre a ex- 

pensas de su esterificación con ADP añadido. Entonces, cDmo el 

ATP está presente en una proporción similar de concentración en 

todas 12s preparaciones ensayadas y el Pi es también un factor 

constante, es plausible pensar que las variaciones encontradas en 

la retención del catión sean exclusivamente dependientes d e l  tipo 

de sustrato titilizado. 

El estudio con ascorbato, sustrato que se oxida en el seg 

mento Citocromo a,-a3 (denominado sitio 33, dió como resultado lac 

observaciones que se presentan en la Fig. b: 
2+ La entrada inicial de Ca en presencia únicamente d e l  

sustrato, la cual refleja una pendiente hiperbólica clara, sola- 

mente parece estar limitada por la formación de un ApH; l a  presen - 

cia adicional de Pi en el medio, amortiguaría el ApH generado, 

permitiendo tinu mayor acumulación de calcio (Fig. 8, o ) .  Por o -  

tro lado, la nigericina disminuye ligeramente la magnitud de l a  

acumulación ( f i g .  8 ,  e ) .  Asimismo, y en forma similar a la obser- 

vada con el succinato, no se observó eflujo del catión en presen- 

cia de ascorbato + T-IPD y fosfato + nigericina. 
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Por l o  t a n t o ,  puede c o n c l u i r s e  que l a  i n h i b i c i ó n  d e l  e f l u  - 
2+ mediado po r  l a ' n i g e r i c i n a  y su co r r espond i en t e  a c e l e r s  j o  de  Ca 

c ión  promovida por  e l  P i ,  se10 ocurren d e  nodo muy e s p e c í f i c o  cuan - 

do e l  sus t r a t o  ox idado  e s  e l  6 -h i d r ox i bu t i r a t o .  

111, LA ESPECIFICIDAD ANIONICA, 

Una v e z  encontrada l a  e s p e c i f i c i d a d  d e l  fenómeno d e s c r i t o ,  

en r e l a c i ó n  con l a  variedad d e l  sus t r a t o  ox idado ,  s e  d e c i d i ó  a n a l i -  

z a r  s i  e l  p roceso  se r e p e t í a  en p resenc ia  d e  aniones  s i m i l a r e s  a i  

P i .  Esto es,  aniones  que a l  e n t r a r  a l a  m i t ocondr i a  co t ranspor tan  

H+, o b i e n ,  aniones  permeantes de  ca rga  no l o c a l i z a d a  que penerr33 

Q nitocoiidi-ias c ü i l  melaboi ismo i nh i b i do  (82,92), pero  no l o  hacen 

en mi tocondr i as  metabólicamente a c t i v a s  que r e s p i r a n  en p resenc ia  

de  c a l c i o ,  como l o  es e l  SCN-. 

E l  r e su l t ado  t l p i c o  de  e s t e  e s tud i o ,  s e  muestra en l a  Fi3. 

9. En e l l a  des taca  e l  hecho de  que e l  anión a c e t a t o  no s u s t i t u y e  

e l  e f e c t o  d e l  P i ,  ya  que no s e  produce un e f l u j o  s i g n i f i c a t i v o  d e l  

c a t i o n  en p resenc ia  d e l  a c e t a t o  ( F i g .  9 ,  o) ; n i  l a  n i g e r i c i n o  ?re - 

v i e n e  l a  d i s c r e t a  s a l i d a  de  CaL+ observada (Fig. 9, A ) .  

En l a  s i g u i e n t e  f i g u r a  ( F i g .  I O ) ,  s e  muestra e l  r e s i i l t o i 3  

d e l . e s t u d i o  l l e v a d o  a cabo con d i s t i n t a s  concent rac iones  de d i f e -  

r e n t e s  an iones ,  sobrepuesto  a l  e f e c t o  mediado po r  3 -h id rox ibuc i ra  - 

t o ,  P i  y n i g e r i c i n a ,  en l a  r e l a c i ó n  que poseen en e 1  e f l u j o  de 

Caz+. En e l l a  s e  g r a f i c a  l a  r e l a c i ó n  d e l  eflujo causado por l a  
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presencia del B-hidroxibutirato + Anión, con respecto a la ob-  

tenida cuando además se encuentra presente la nigericina. La re- 

lación obtenida para todos los aniones estudiados, es siempre cer - 

cana a 1, a excepción hecha del Pi, lo cual indica que el eflujo 

causado por anión, en ningún caso es prevenido por la nigericina, 

sino que se mantiene en un nivel relativamente constante. Por el 

contrario, la relación experimental obtenida para el Pi a determi - 

nadas concentraciones es mayor que 1, presentando un máximo a 

2.5 mM Pi y disminuyendo conforme la concentración de Pi aumenta, 

hasta mantenerse en un valor aproximado de 1. 

Con este experimento queda demostrada la especificidad del 
2+ fosfato inorgánico, en el proceso de eflujo de Ca causado espe- 

cíficamente par 6 - h i d m x i h u t i r a t o  e inhibiúo también selectivamen - 

te por la nigericina. 

0 7 4 8 2 4  
I V ,  EFECTO DE LA N-ETILYALEI/’lIDA, 

Posteriormente se analizó el efecto que en los f l u j o s  de 

Ca2+ puediera tener la N-etilmaleimida,’ un inhibidor del sixporter 

Pi/H+ (1 25). Sorprendentemente, se observa que la entrada de cai- 

cio en presencia de B-hidroxibutirato y Pi, no se ve disminuida 

por la presencia del inhibidor. Este hecho, a su vez, se  v e  apoya - 

do por la hipótesis de que existe un influjo de Ca y Pi no de- 

pendientes de NEM ( 4 4 ) .  Sin embargo, la salida del catión divalen - 

te SI se ve sensiblemente afectada por el inhibidor, mismo que 

provoca una disminución del eflujo de Caz+ promovido por Pi ( F i g .  

2+ 
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11 A). Asimismo, l a  i n h i b i c i ó n  d e l  e f l u j o  causada po r  l a  presen-  

c i a  d e  n i g e r i c i n a  se acentúa notablemente con l a  N E í  ( F i g .  17 8 ) .  

Por  l o  t a n t o ,  a l  g r a f i c a r  l a  r e l a c i ó n  d e l  e f l i i j o  causado 

po r  l a  p r esenc ia  d e  B -h i d r ox i bu t i r a t o ,  P i  y NEM con r e spe c t o  a l  

e f l u j o  observado con B -h i d r ox i bu t i r a t o ,  P i ,  n i g e r i c i n a  y NEY vs .  

d i s t i n t a s  concent rac iones  de  NEM, s e  observa  una d isminución de  

l a  r e l a c ó n  has ta  l l e g a r  a un v a l o r  aproximado de 1 .  En o t r a s  p a l a  

b ras ,  es e v i d e n t e  que, a mayor concen t rac i ón  de  NEM, e l  e f l u j o  

causado po r  e l  P i  se hace muy s i m i l a r  a l  observado en p r e s enc i a  

de  f o s f a t o  y n i g e r i c i n a  ( F i g .  7 2 ) .  

- 

V, EFFCTO DEL B-HIDROXIBUTIRATO COMO ANION, 

E x i s t í a  l a  p o s i b i l i d a d  d e  que l a  e s p e c i f i c i d a d  del. 3 - h i -  
2+ d r o x i b u t i r a t o  en l o s  f l u j o s  d e  Ca , s e  d eb i e r a  a l  e f e c t o  que e s -  

t e  s u s t r a t o  pud ie ra  t ene r  exc lus ivamente  como anión ( 4 5 , 9 5 ) ;  p o r  

l o  a n t e r i o r ,  se d e c i d i ó  v e r i f i c a r  e s t a  p o s i b i l i d a d ,  inh ib i endo  su 

o x i d a c i ó n  con rotenona y usando como generador  d e l  p o t e n c i a l  h p ,  

a l  succ ina to .  

Comparando l o s  r e su l t ados  ob t en idos  en p resenc ia  únicanen - 

t e  d e  succ ina to  como agente  r educ to r  d e  l a  r e s y i r a c i ó n  [FAIJ.  i ) ,  
con' l o s  encontrados  cuando s e  ad i c i ona  además B -h i d r ox i bu t i r a t o  

como anión ( f i g .  13), se  observa  que: 

A. En presenc ia  d e l  aniSn B -h i d r ox i bu t i r a t o  ( F i g .  1 3 ) ,  l a  
3 +  

ox i dac i ón  d e l  succ ina to  promiteve ana entrada i n i c i a l  de Ca- que 
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a l canza  un máximo aproximadamente a l o s  5 0  s e g  de  i n i c i a d a  l a  r e a c  

c i ó n ,  muy s i m i l a r  a l  que se l o g r a  en ausenc ia  d e l  an ión  a l r ed edo r  

d e  l o s  300 s eg  ( F i g .  7 ,  o ) .  S i n  embargo, l a  p r esenc ia  de e s t e  

- 

anion parece  promover una s a l i d a  d e  Ca 2+ , que comparativamente no 

ocur r e  en p resenc ia  de succ ina to  s ó l o .  Esto ,  por  un l ado ,  seña la  

que e l  6 - h i d r o x i b u t i r a t o  no coopera  como an ión  con e l  succ ina to  a 

t r a v é s  d e  un p o s i b l e  c o t r anspo r t e  con H para aumentar l a  entrada 

d e  Caz+;  po r  o t r o ,  también hace e v i d e n t e  un p o s i b l e  pape l ,  s ó l o  

de  un c a r a c t e r  p a r c i a l ,  que como anión pud i e ra  t e n e r  e l  6 -h i d r ox i  

b u t i r a t o  sobre  e l  e f l u j o  d e l  c a t i ó n  d i v a l e n t e .  Lo a n t e r i o r  nos 

p resen ta  una nueva p e r s p e c t i v a  de a n á l i s i s  sobre  t r a b a j o s  pub l i ca  

+ 

- 

- 

dos  con a n t e r i o r i d a d  (45,95), en l o s  que s e  habló  de  l a  e x i s t e n -  

c i a  d e  un p o s i b l e  c o t r anspo r t e  d e l  an ión 6 - h i d r o x i b u t i r a t o  con 

Ca , pero  2n l o s  que no s e  toma en c ons i d e r a c i ón  l a  p a r t i c i p a c i C n  

d e l  mismo en cuanto a l a s  d i s t i n t a s  f a s e s  d e l  fenómeno de  t ranspor  

t e  d e  c a l c i o ,  es d e c i r ,  e l  i n f l u j o  y e l  e f l u j o  de e s t e .  

2+ 

- 

B. Cuando además d e l  anión B -h i d r ox i bu t i r a t o  no o x i d a b l e ,  

e l  medio c on t i ene  P i ,  ya sea en p resenc ia  o ausenc ia  d e  n i g e r i c i -  

na ( f i g .  13, A y A ) ,  l a  o x i dac i ón  d e l  succ ina to  y l a  p r esenc ia  de  

a q u e l l o s  promueven una entrada i n i c i a l  de  c a l c i o  que a l canza  su 

máximo a un n i v e l  mayor que e l  encontrado prev iamente  COR e l  aniór, 

8 -h i d r ox i bu t i r a t o  y e l  succ inato  s o l o s .  Es t e  comportamientc es  

muy pa r e c i do  a l  observado en l a  F i g  7 ,  A y " ,  y s e  e x p l i c a  f á c i l -  

mente cons iderando que e l  P i  presente pemite  l a  desaparición,aún parcial, 

d e l  ApH gvnerado por  l a  ox i dac i ón  d e l  succ ina to  y como consecueii- 

c i a  una mayor acumulación de Caz+. Asimismo, s e  encuentra que en 



ep estas condiciones (Fig. 13, A y A) no se percibe e f lu jo  alguno de ca l -  

cio como en l a  Fig. 7, A y o ,  l o  que nos sugiere que e l  P i  necesariamen- 

t e  r e q u i e r e  de  l a  o x i dac i ón  y no s ó l o  d e  l a  p r e s enc i a  f í s i c a  d e l  

an ión  B -h i d r ox i bu t i r a t o  para promover e f l u j o  de Caz+; en l a s  c i r  

cunstanc ias  d e l  p r esen te  exper imento ,  e l  P i  es un f a c t o r  impor- 

t a n t e  para  l a  r e t e n c i ó n  de  c a l c i o  en l a  m i t ocondr i a ,  como ya ha 

s i d o  suge r ido  (99) como r e su l t ado  de  un e s t u d i o  en v e s í c u l a s  i n -  

v e r t i d a s .  

- 

Con e s t o s  r e su l t ados  se puede c o n c l u i r  que e l  e f e c t o  d e l  

6 - h i d r o x i b u t i r a t o  en p resenc ia  de f o s f a t o ,  es e s p e c í f i c o  sobre  e l  

e f l u j o  d e  c a l c i o  y se debe primariamente a su ox i dac i ón  y no a su 

t r anspo r t e  como an ión  protonado.  

VI, EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NIGEQICINA, 

+ 
Se sabe que en l a s  cond i c i ones  de  ph’, c oncen t rac i ón  de i( 

ex t e rna  y concen t rac i ón  de  n i g e r i c i n a ,  que fue ron  u t i l i z a d a s ,  e s -  

t a  i í l t i m a  promueve un in te rcambio  e l é c t r i c amen t e  s i l enc ios : ,  en 27, 

que expulsa  K e inco rpo ra  H a l a  m i t ocondr i a  ( 4 0 ) .  S i n  embargo, 

cuando l a  concen t rac i ón  de n i g e r i c i n a  aumenta s e  ha observado que 

t i e n e  a c c i ón  desacop lan te  deb ida  a l a  f o rmac ión  de  un dlmero que 

t r anspo r t a  c a r ga  ne ta ,  a l  t r a n s l o c a r  K 

d e c i d i ó  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de l a  concen t rac i ón  de  n i g e r i c i n a  so -  

b r e  e l  c o c i e n t e  d e l  e f l u j o  en p r e s enc i a  d e  B -h i d r ox i bu t i r a t o  y P i ,  

con r e s p e c t o  a l  observado en p resenc ia  de 6 - h i d r o x i b u t i r a t o ,  P i  

y n i g e r i c i n a .  Se encontró  que e s t a  r e i a c i ó i ,  t i e n e  un m3xizto cum-  

do l a  n i g e r i c i n a  e s t á  a una concen t rac i ón  de 1 . 33  x lO-% y que 

+ + 

+ 
(126). Por l o  t an t o ,  se 



é s t a  disminuye a medida que l a  concen t rac i ón  d e l  i o n ó f o r o  aumen- 

t a .  Es to  nos r a t i f i c a  l a  supos i c i ón  de que e l  e f e c t o  causado por  

l a  n i g e r i c i n a  en p resenc ia  d e  B -h i d r ox i bu t i r a t o  y f o s f a t o  s e  de- 

b e  a su a c c i ón  como t rans l ocador  e l e c t r o n e u t r o  K /H , y por su- 

puesto, que en é l  no p a r t i c i p a  l a  a c c i ón  de l a  n i g e r i c i n a  como 

t r ans l o cado r  de  ca rga  n e t a ,  abat i endo  e l  AY  n e g a t i v o  d e l  i n t e -  

rior d e  l a  m i t ocondr i a  ( f i g .  1 4 ) .  

+ +  

En resumen, l o s  r e su l t ados  expe r imenta l e s  n o s  mues t rm  

que l a  i n h i b i c i ó n  d e l  e f l u j o  de  c a l c i o  causado por  e l  ionóforo 

n i g e r i c i n a ,  a s í  como l a  co r r espond i en t e  est i rnulac ión d e l  x i s ~ . o ,  

mediado po r  e l  f o s f a t o ,  son fenómenos e s p e c í f i c o s  depend ientes  

ambos de l a  o x i dac i ón  d e l  6 -h i d r ox i bu t i r a t o .  También s e  demues- 

t r a  que l a  n i g e r i c i n a  t i e n e  e s t e  e f e c t o  cuando func iona como an- 

t i p o r t  e l e c t r o n e u t r o  y a SE v e z ,  que l a  NEM parece  e j e r c e r  su ac 

c i 6 n  espec í f i camente  en e l  e f l u j o  de Ca 

t r anspo r t e  d e l  an ión  f o s f a t o  a t r a v é s  de  l a  membrana. 

- 

a l  i n t e r f e r i r  con e l  2+ 

A con t inuac i ón  se  hará un a n á l i s i s  de l o s  r e su l t ados  con 

e l  p r o p ó s i t o  de l o g r a r  e l  o b j e t i v o  prev iamente  p lanteado  en l a  

In t roducc i ón  de  e s t e  t r a b a j o .  

- 6 8  - 
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D I S C U S I O N  

En esta sección se intenta integrar en lo general l o s  re- 

sultados, ya analizados previamente en l o  particular, con el fin 

de poder dar una explicación coherente a l o s  hallazgos experimen- 

tales. 

I ,  EL CALCIO RECICLA A TRAVES DE LA MErlBRANA, EL 
REGULA SU INFLUJO Y EL ~ P H  - XRECTA - - -_-- 0 ,  TP 4lIPFCTPl,!FI~IF FI FFI UJI I 

En l a  presente tesis se estudió la cinética del transpor- 

te de calcio en mitocondrias de hlgado de rata, bajo condiciones 

de depleción de fosfato. Estas  Condiciones de estudio fueron pro-. 

picias para el análisis de la participación de los componentes AY 

y Z ApH d e l  potencial protSn-motriz, s o b r e  el proceso de r e c i c l u -  

je de calcio. Así tenemos que en l a s  F i g u t i n h  5-9, 71 y 13,scobserva 

claramente el fenómeno de transporte de calcio, su reciclamiento 

y su regulación por distintos factores ya sea específicos o fio 

específicos. 

En relación a la participación de los componentes del PO- 

tencial protón-motriz, sobre l a  f a s e  de i n f l u j o ,  se puede deducir 

tanto de las F i g f a a d  5-9, 17 1’ 73;comode múltiples reportes de l a  



literatura (30,82,90,91), que la entrada inicial de calcio se efectúa pa- 

cias al AY generado en la respiración. Esto sin que se requiera primaria- 

mente de algún agente que modifique el ApH f m d o ,  para que el proceso de 

entrada del catión pueda ocurrir; lo que queda, con cierto grado de obvie- 

dad confirmado con la ausencia de requerimiento de fosfato para que se lle- 

ve a efecto una entrada de Ca . 2+ 

Con respecto ai papel que juegan l o s  componentes del potencial pro- 

tón-motriz en la fase de eflujo, se establece ahora en forma incuestionable 

que el movimiento de este catión a través de la membrana presenta caracte- 

rísticas específicas cuando el fenómeno se observa en condiciones en l a s  

que se encuentra presente el 8-hidroxibutirato como sustrato y el Pi como - a 

nión. Por otro lado, y como aportación también del presente trabajo se pue- 

de conrl’iir que e1 efl-jo del c z t i h  parece estar celectiramente regulado, 

directa o indirectamente por el componente 2 ApH del potencial protón-rriotriz. 

Esto se deduce del hecho de que la nigericina, no hace otra cosa que única- 

mente promover un cambio de ApH -a l  intercambiar K /H en un proceso eléctri - 

camente silencioso (40)-, en paralelo a prevenir el eflujo del catión 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 último 

entonces como evento indispensable para el eflujo de Caz+. El hecho de que l a  

nigericina inhiba l a  acumulación de fosfato en mitocondrias intactas (110), 

podria explicar también la participación del ApH en el eflujo del 

catión divalente. Otros puntos a favor de las sugerencias señaladas se en- 

cuentran en las Figutraa 17 y 14.  La Fhg. 74 indica que es a par- 

tir de una concentración de 1.48  x lo-%, que el efecto de inhi- 

bición por parte del ionóforo sobre el eflujo empieza a abatirse. 

+ +  

Esto es compatible con el hecho bien conocido de que cuando la concentración 
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de nigericina aumenta 2 >1.48 x I F - % ,  ésta empieza a formar dí - 

meros conductores de K+, lo que implica una translocación de car - 

ga neta (126 ) ,  l o  que a su vez reafirma la hipótesis de qae el 

paso del Ca de la mitocondria al citoplasma es regulado, directa 

o indirectamente por la diferencia intra-extramenibranal de pH y no por el corn - 

ponente eléctrico del potencial protón-motriz. 

2+ 

Asimismo, la F i g .  17, en la cual se encontró que l a  NE?4 

inhibe el eflujo de calcio en mitocondrias depletadas parcial- 

mente de Pi endógeno, nos vuelve a indicar que el factor que re- 

gula este proceso de eflujo es el ApH, ya que como se sabe la 

NEM inhibe el cotransporte Pi/H , el cual no afecta al componen- 

te AY, pero s i  l o  hace con e l  Z A ~ H .  Debe señalarse sin embaroo, 

que este último resultado requiere de ser analizado en relación 

a algunos reportes de la literatara en los que se observa que la 

NEM favorece la salida de calcio (127,125) ,  en mitocondrias no 

depletadas de Pi. La explicación a este fenómeno (127) ha sido 

poco satisfactoria toda vez que se atribuye a un desiocalizado e- 

fecto de la NEM sobre el estado energético de la membrana interna 

mitocondrial. 

+ 

I I ,  LA @-HIDROXIBUTIRATO DESHIDPOGENASA ESTA INTIYA’”.ENTE 
RELACIONAD4 CON EL EFLUJO DE CA” GENEYE0 PO? LF, OXID,ICICN DEL 
B-HIDROXIBUTIR!TC! EN D!?ESENCIis EXCLUSII‘4 U€ FQSFATr), - 

Las Figuaaa 6-70 y 13, nuestrari que tanto el efecto ichi- 

bitorio de la nigericina sobre el eflfijo de calcio como 13 acti- 



vación de éste por el fosfato, só l o  se manifiestan cuando el 8 -  

hidroxibutirato está presente como sustrato oxidable. Esto a su 

vez, nos lleva a pensar que posiblemente la B-hidroxibutirato 

deshidrogenasa membranal esté actuando simultáneamente. como trans 

locador de un ácido carboxílico tanto como enzima oxidativa, en 

asociación directa con el acarreador de Pi. Esta asociación pa- 

rece ser topológicamente asimétrica, ya que la NEM inhibe la fa- 

- 

se de eflujo y no así 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). Aún más, puede 

ser razonable pensar que el producyo de oxidación del 8-hidroxibu 

tirato, el acetoacetato, tenga un papel importante en el proceso; 

ésto se infiere en base aque otros autores han observado qhe en 

su presencia -de acetoacetato- el eflujo del catión aumenta ( 1 0 9 ) .  

Los autores señalados, han relacionado al proceso de eflujo con 

el estado de Óxido-reducción de los piridinnucleótidos, quedando 

en sus propuestas implícito el papel regulador central de la NADH 

deshidrogenasa. Sin embargo, con l o s  resultados de la Fig. 6 se 

puede rcconsiderar la hipótesis de Lehninger y col. (loo), ya que 

l o s  sustratos estudiados en esta figura aún cuando modifican del 

mismo modo el estado de óxido-reducción de los piridínnucleóti- 

dos, al oxidarse, no promueven el eflujo de Ca2+, como l o  hace el 

B-hidroxibutirato. 

- 
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Del a n á l i s i s  de l a s  Figutrua 7 y 73, se  conc luye  que l a  

o x i da c i ón  d e l  B -h i d r ox i bu t i r a t o  juega un pape l  c e n t r a l  en e l  con - 

t r o l  d e l  e f l u j o  de Caz+. Es únicamente cuando e s t e  sus t r a t o  se  

o x i da ,  que l a  a d i c i ó n  de P i  causa una s a l i d a  abrupta de Ca”,  l o  

cua l  a su v e z  no s e  observa  cuando e l  8 - h i d r o x i b u t i r a t o  e s t é  p r e  I 

sen te  como anión o b i en  cuando o t r o  s u s t r a t o  sea e l  que se o x i -  

de .  Por o t r o  l a d o ,  en l a  F i g .  73 ( o ) ,  s e  hace e v i d e n t e  que e l  3 -  

h i d r o x i b u t i r a t o  t i e n e  un pape l  p a r c i a l  como anión en e l  e f l u j o  

de c a l c i o  ya que permi te  su s a l i d a  cuando l a  fuen te  reductora  es  

e l  succ ina to ,  aunque e s t e  e f e c t o  se  vea  anulado cuando además e l  

medio t i e n e  P i ,  en c on t r a s t e  con e l  e s t ímu lo  d e l  e f l u j o  que se  

encuentra con e s t e  ú l t imo ,  cuando e l  6 - h i d r o x i b u t i r a t o  se  ox ida .  

I V ,  EN EL PROCESO DE RECArnBIO DE CALCIC), LAS FASES DE 

INFLUJC) Y EFLüJO ESTAN FIEGULUDAS DE DISTINTA YPNERP,, 

Se cuenta con una s e r i e  de e v i d e n c i a s  exper imenta les  que 

sug i e r en  que l o s  f a c t o r e s  que regu lan  l a  f a s e  de i n f l u j o  de c a l -  

c i o  son d i f e r e n t e s  a l o s  que regu lan  su s a l i d a .  Entre algunas de 

e s t a s  e v i d enc i a s  s e  t i enen  l a s  s i g u i e n t e s :  a )  i n h i b i c i ó n  s e l e c t i  - 

va de l a s  d i s t i n t a s  f a s e s ,  por e j emplo ,  e l  r o j o  de ru t en i o  i r i h i -  

be a1  i n f l u j o  y no a l  e f l u j o  ( 7 6 , 7 5 ) ,  o b i e n  l a  nupercaína a-ue 

s ó l o  p r e v i ene  l a  s a l i d a  d e l  c a t i ó n  s i n  m o d i f i c a r  su ing reso  (129 ) ;  

b)  ambos procesos  s iguen un pat rón  de i n h i b i c i ó n  d i f e r e n t e  con l a  

s e r i e  de l o s  l an t án i dos ,  es d e c i r ,  e l  e f l u j o  e s  nacho menos sens i  - 
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ble a ellos, siendo además su patrón 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 

atractilósido ( € 1 8 ) ~  por el contrario la salida del catión se 

frena con estos nucle6tidos (131) y; d) la exclusión del catión 

de la mitocondria aumenta con: Na en mitocondrias de algunos 

tejidos (102), ácidos grasos (103) ,  la oxidación de l o s  piridín- 

nucleótidos (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 l o s  rubros anteriores 

se deduce que las fases de influjo y eflujo del reciclaje mem- 

branal de calcio estár, reguladas por distintos factores. Por o- 

tro lado, parece ser que el influjo está modulado principalnente 

p o r  el A Y  del potencial protón-motriz (30,82,90,91),  sin embargo, 

como contribución original de la presente tesis, es evidente que 

el eflujo está controlado directa o indirectamente por el compo- 

nente termodinámico 2 ApH. También queda demostrado aue mientras 

para el inilujo no parece haber distinción de efectos entre l o s  

distintos sustratos oxidables esttidiados ( F i g h .  5-8), si existe 

esta Última para la fase de efiujo. Así tenemos que la oxidación 

del 6-hidroxibutirato en presencia de Pi promueve una salida casi 

total de Ca .r la cual no se repite con ningún otro sustrato, ya 

sea de segmento 1 , 2 o 3. Además el hecho de que la nigericina 

modere el eflujo de c a l c i o  causado por el 6-hidroxibutirato y no 

2+ 

I 
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el que se observo con otros sustrotos del sitic 1, nos indica que 

muy probablemente el 6-hidroxibutirato juegue un papel importan- 

te en la regulación del eflujo del catión divalente, asi como al 

gún sistema natural que haga las veces de la nigericina, i.e., el 

antiport mitocondrial Na > K  /H . También se demuestra en el pre- 
sente trabajo que para que el 6-hidroxibutirato cause eflujo de 

calcio, se requiere compulsivamente de Pi ( f i g .  S,A), l o  que no 

sucede para el proceso de entrada del cati6n divalente. Por últi- 

mo, se hace aún más evidente el control diferencial entre influjo 

y eflujo de Ca2+ con el resultado de la Fig. 7 7 ,  la cual indica 

que el eflujo de Ca2+ es abatido por la presencia de NE)!, mien- 

tras que la penetración del ión al interior de la mitocondria R O  

lo es. 

- 

+ + +  

V, DIAGRAP'A PROPUESTO PAR4 E X P L I C A R  EL CONTROL DEL RE- 
CAIB I O DE C A L C I O  EN LA PIEFIBRP,NA YiITOLONPRIA!, 

En base a la regulación asimétrica del recambio de calcio 

que se ha observado en el presente trabajo ( F i g n .  5-13), tanto 

como a las evidencias ya mencionadas en párrafos anteriores, y a 

las pruebas experimentales obtenidas por otrcjs autores con 

estu.dios de transiciones energeticas ( i 0 8 ) ,  el modelo que se 

propone para representar el sistema de transporte de calcio 

(Fig. 151, involucra la asociación de un translocador de t i p o  ca - 

nal asimetrico para el Ca- , en paralelo con otros sistemas de 7 +  

transporte para aniones, cationes monovalentes y protones. con - 



i 

H+ Acm- A K+ 

H+ Pi 

F I G .  15 MODELO MOLECULAR V E L  STSTE?UA V E  TRANSPORTE P E  Caz'. 
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tinuación se hace una descripción 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 oxidación de cualquier sustra- 

t o  (30,82,90,91),  irrespectivo de la estructura de l o s  mismos 

( F i g b .  5-b), se presta atención en este modelo al e-hidroxibutira 

to ya que al estar involucrado en l a  regulación 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 e5 c o -  

transportado con H , al interior de l a  mitocondria (91Ii PO5ible- 

mente mediante un componente molecular Intimaniente asociado a 1 3  

deshidrogenasa membranal, la cual a su vez oxida a este sustrato 

en la cara interna de la mitocondria (133,134) .  

- 

+ 

Posteriormente el producto de oxidación protonado es ex- 

pulsado al exterior. La generacijn de la diferencia del potencial 

eléctrico a través de l a  membrana, permite Liza acumulación de s z l  

cia limitada. En cambio, cuando hay Pi presente, éste torna el H 

del acetoacetato, penetra a la niitocondria y amortigua el ApH 

formado, con lo que se promueve una mayor acumulación de c a l c i o .  

La no inhibición de la NEFI sobre esta acumulación del cation, nos 

lleva a aceptar la existencia de una asociación directa entre ?.XI sistmu de 

transporte de fosfato insensible. a.NEM y l a  deshidrogenasa. 

- 
+ 

B. FASE DE EFLUJO. 



En relación a la fase de eflujo de calcio, coma ya he- 

mos visto es favorecida especzficamente por la oxidación de 3 -  

hidroxibutirato cuando el simporter Pi/H+ se encuentra funcio- 

nando y por el contrario, se inhibe cuando la actividad de este 

íiltimo se nulifica con NEbf, o bien, cuando se incrementa la ac- 

tividad del antiport C+/H+ mediante el uso del ionóforo nigeri- 

cina. Estos hechos nos llevan a suponer que el producto de o x i -  

dación 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 formación de un ApH cuando 

el acetoacetato sea cotransiiortado con H+; lo que podria también 

explicar el por qué al salir Caz+ de la mitocondria existe una 

entrada simuitánea de H sin que naya aumento en el consumo de 

O2 

fiecte cuando el sirnporter 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 catión; esta su- 

posición se ve apoyada con 1.a inhibición del eflujo del catiór, 

con NEbl. Finalmente, se pone de manifiesto en este trabajo que en 

realidad existe una ssoriación en paralelo entre los sisternus de 

+ 

(100,106) .  Por otra parte, el hecho de que el eflujo se inani- 

transporte de calcio, fosfato, B-hidroxibutirato y cationes mono- 

valentes, al encontrarse que la nigericina es capaz de regular el 

eflujo, en similitud a l o  que eventualmente podri'a ser el papel 

del antiport mitocondrial Na*> K+/H+. 

V I ,  PAPEL DEL ANTIPORT C'/H' EN EL TRAWORTE DF CPLCIr), 



Como ya se comentó con anterioridad, el hecho de que l a  
2+ nigericina regule el eflujo de Ca únicamente cuando éste es 

causado por B-hidroxibutirato y Pi (Fig. 5, A), da un indicio 

de que el sistema nattiral mimetizado por la nigericina, es de- 

cir, el antiport Na > K  /H , sea el responsable directo de la re- 
gulación de este proceso. 

+ + +  

De hecho se ha descrito la resolución y reconstitución en 

liposomas de dos sistemas de transporte iónico de mitocondria de 

corazón (135), uno, gn antiport Ca 

pero nunca de un acarreador Na /Ca como s e  ha venido proponien- 

do (101,102) .  Esto nos indica que efectivamente el antiport que 

recambia cationes monovalentes por H es el responsable biológico 

del nivel de Caz+ en la mitocondria y en consecuencia uno de los 

principales elementos en el control de la concentración extramito - 

condrial o intracelular del ión calcio. Esto podria a su vez im- 

plicar que la selectividad al Na de membranas mitocondriales de 

corazón pueda quizá relacionarse con el contenido citoplácmico 

de Ca2+ en la célula cardfaca, nientras que la selectividad a l  K 

de membrana mitocondrial de hígado de rata relacione lo propio en 

la célula hepática. 

2+ + /H y otro un antiport Sa+/H+, 
+ 2+ 

+ 

+ 

+ 

V I I ,  FUNLION BIOLOG íCA  DEL RECWBIC )  DE CA” A NIVEL 

CELULAR, 

Aunque el proceso de acumulación de calcio por l a  mito- 

condria se h a  estudiado desde hace alrededor de 20 m?cs, l a  apre - 



ciación del papel crítico que el transporte de calcio mitocon- 

drial tiene en l a  homeostásis del Caz+ celular y en consecuen- 

cia de s u  papel como activador y regulador de diversos proce- 

sos biológicos (136), se está apenas desarrollando. Entre estos 

procesos  se ptieden ennunerar los siguientes: 

1. Activación e inhibición de sistemas enzimáticos, co-  

mo son: la succínico deshidrogenasa, l a  piruvato kinasa, la a- 

glicerofosfato deshidrogenasa y la piruvato deshidrogenasa fos- 

fato fosfatasa (137-140). 

2. Activación de sistemas contráctiles como son las mio - 

fibrillas de músculos esquelético y liso (141-144). 

3 .  Regulación hormonal, como la liberación de insulina 

y vasopresina (145-146). 

4 .  Transmisión neuronal, e s  decir l a  liberación del neu - 

rotransmisor ( 14 7 - 148) . 
2+ En ellos, el control por parte del ión Ca se manifies - 

ta cuando ocuTre un cambic' en la concentración de calcio c i t o -  

plásmico, de niveles normales de 10-8-tO-7M, a niveles activa- 

dos que pseden llegar a alcanzar una concentraciGn de 1 0 - b .  

Por otra parte, se ha  encontrado que l a  mitocondria en ausencia 

de fosfato, sólo acumula hasta 10 umol Ca /g tejido in vivo, e 

in vitro únicamente 100 iimoi Ca2+/mg proteína (57,139j ; i o  c u a l  

implica que la práctica totalidad de Caz+ celular n o  se ensuen- 

tra en la mitocondria. Esto último ha s ido  notablemente apoyado 

a partir de los hallazgos de que las mitocondrias poseen un c i s  - 

tema de transporte responsable d e l  eflujo de c a l c i o  y que cucrl- 

2+ 
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quier alteración en la actividad de este sistema da como resul- 

tado un cambio en la distribución de Ca2+ entre el citosol y la 

mitocondria (150-151). 

Por lo tanto, posiblemente el evento más importante en 

el recambio de calcio mitocondrial, sea el control de s u  eflujo 

dependiente de variaciones en el ApH. Asimismo, el hecho de en- 

contrar en este trabajo que el eflujo está crítica y centralmen - 

te regulado por la oxidación del 6-hidroxibutirato en asocia- 

ción con el ión 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 comprensión de este proceso, qiie i e  Permite 

al ión Caz+ ejercer s u  papel regulatorio sobre gran número de 

reacciones del metabolismo celular. 

+ +  



' C O N C L U S I O N E S  

Del a n á l i s i s  de l o s  exper imentos se concluyen l o s  s i -  

gu i en t e s  puntos: 

A. Las f a s e s  de i n f l u j o  y e f l u j o  co r r espond i en t es  a l  

p roceso  de recambio de  c a l c i o  en l a  membrana mitocondr ia i -cuan 

do e l  8 - h i d r o x i b u t i r a t o  se  ox ida -  estan regu ladas  de d i s t i n t a  

- 

manera por l o s  componentes d e l  p o t e n c i a l  p r o t ó n - n o t r i z  genera-  

do en l a  r e s p i r a c i ó n .  Así e l  A Y  r e gu l a  e l  i r , f l u j o  y e l  PpH d i -  

r e c t a  o ix id irec tameiite e l  e f l u j o .  

B.  E l  6 - h i d r o x i b u t i r a t o  f a v o r e c e  s e l e c t i v amen t e  e l  e-  

f l u j o  de c a l c i o ,  en p resenc ia  d e l  an ión f o s f a t o .  

C. En r e l a c i ó n  3 l a  s e l e c t i v i d a d  que e1 5 - h i d r o x i b u t i -  

r a t o  t i e n e  sobre e l  e f i i i j o  de c a l c i o ,  ceEalaUs en P I  ?Srraf¿t 

a n t e r i o r ,  se  encontró  que ningún otr9 ac i d0  mono-, d i -  o t r i -  

c a r b o x í l i c o  l o  rermplazcc. Este e f l u j o  de Caz' es  debido  a su 

ox idac i i in  y no a l  pape l  C J U ~  como ariión pudiera  e j e r c e r .  

D. E l  f o s f a t o  es r equer ido  en e1 i n t e r i o r  de l a  mito- 

condr i a  p e r a  que e x i s t a  e f i i i j o  de c n l c i o ,  21 i a n  f o a f s r o  no 

puede s e r  s i i p l a ~ t z d a  por ni7igCn c t r o  anión de l o s  s?-!sa?-aiji5c es  - 

per imentnlncnte .  

E. P a r e c e  e x i s t i r  tina i r e lac ión  directa entre l a  n c ¿ i v i  - 

dad de i a  C-h id r ox i bu r i r a t o  dcshidrogenasa y e l  fcriSmeno de 

trans?,orte  de  Caz+,  pSrticula-rner!te en l a  fast? de e f l u j o  d e l  

\ 
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mismo. 

F.  Como l a  "EM abate  a l  e f l u j o  de Caz+ causado por  e l  

B -h i d r ox i bu t i r a t o  + P i ,  y no a s í  a l a  f a s e  de a c c e so ' d e l  c a t i ó n ,  

se  c o l i g e  una a so c i a c i ón  d i r e c t a  e n t r e  e l  c o t ranspor t e  de P i ,  e l  

€3-hidrox ibut i rato  y e l  Caz+ en l a  entrada. d e l  c a t i ó n ;  e s t a  crso- 

c i ac iÓn  parece  s e r  independiente  d e l  s i n p o r t e r  F i / H  . Mientras  

que pa ra  l a  s a l i d a  d e l  c a t i ó n  e s t a  a so c i a c i ón  s í  invo lucra  a l  

s impor te r  Y i / H  . 

+ 

i 

G.  E l  e f l u j o  de Caz+ causado por l a  ox idac i ón  d e l  8 - h i -  

d r o x i b u t i r a t o  en p resenc ia  de P i ,  se p r e v i ene  con n i g e r i c l n a .  

En consecuencia,  un mecanismo de r e gu l a c i ón  fundamental d e l  e f l x  - 

j o  de c a l c i o ,  que pos ib lemente  i n vo luc r e  el t r anspor t e  de f o c f á -  

t o ,  es e l  que desempeña e l  a n t i p o r t  / I í  que un e s t c s  expei imen - 

t o s  e s t á  mimetizado por e l  i onó f o r o  c a r b o x í l i c o  de t i p o  a n t i p o r t ,  

n i g e r i c i n a .  

A +  

0 

H. Tantc e l  i n f l u j o  cono e l  e f l u j o  de Ca2+ poseen d i s t i n  - 

t o s  mecanismos de r e g u l a z i o n ,  -or l o  cual  se  yropcne 13 e x i s t e n -  

c i a  de iin r rans locador  de Ca de t i y o  cariel .  

. C  

2.e 

:+ 
I. E l  e f i u j r )  de Ca de la a i t f i c o xd r i a ,  czusaclo por  e l  

E - h i d r o x i b u t i r z t o  + P i ,  puede ser de p r i n o r d i a l  importancia e:; 

e l  c o n t r o l  de reacc iones  metnhól icas  que r e q u i e r a n  de c a l c i o  en 

e l  c i t op lasms  c e l u l a r .  
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