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La continua adaptación de la célula viva a los cambios ambientales es

una condición indispensable para su preservación. La necesidad de mantener

la constancia del medio intracelular u homeostasis celular requiere de me-

canismos de control metabólico capaces de ajustar el funcionamiento celu-

lar a esos cambios externos. Una disminución en la capacidad de control a-

carrea el deterioro de las redes metabólicas y podría conducir al envejeci-

miento de la célula; en ése momento, la célula va de un estado ordenado a

otro menos ordenado, aumentando la entropía. El sistema muere cuando termi-

na por equilibrarse con el medio. Por lo tanto, cualquier vía metabólica y

de hecho todo ser vivo, es un sistema abierto que siempre se encuentra ale-

jado del equilibrio termodinSmico, lo cual permite un flujo continuo de ma-

teria y energía.

ESTADO ESTACIONARIO

En una vía metabólica el sustrato inicial (S ) proveniente del medio

ambiente se transforma mediante una serie de reacciones enzimSticas en un

producto (S ) que regresa al medio (Pig. 1).

Figura 1. Esquema de una vía metabólica lineal. S se refiere a la concentra-
ción de cada intermediario; k es la constante de velocidad de cada reacción
enzimatica; Y es la constante de velocidad de la entrada de S y de la sali-
da de Sn- o

Cuando la velocidad de entrada del sustrato inicial es igual a la velo-

cidad de formación de producto, la vía se encuentra en el llamado estado es-

a. Parte de esta sección de la tesis fue publicada en: Mensaje Bioquímico,
Vol. 8,pp97-143. Ed.Fc. de Medicina, UKAM, 1985.
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tacionario. En dicho estado todas las enzimas de la vía trabajan a la misma

velocidad y la concentración de todos los intermediarios es constante,aun-

que no de la misma magnitud. La expresión matemática del estado estaciona-

rio se puede definir como sigue;

vi = F (I)

dt

donde v. representa la velocidad de cualquier enzima, F la velocidad de for-

mación del producto final o flujo metabfilico, S. la concentración de cual-

quier intermediario y t el tiempo.

¿Qué factores determinan el flujo de una vía metabólica?

El control del metabolismo se realiza a nivel de la actividad enzimatica (1)

excepto en unos pocos casos donde las reacciones no son catalizadas por enzi

mas. La actividad total de una enzima se puede alterar modificando el pH, la

temperatura, las concentraciones de sustratos y productos ó la concentración

de la enzima misma. Además, las enzimas alostéricas pueden cambiar su activi

dad por la presencia de moduladores específicos (Tabla I). El metabolismo ce

lular también puede controlarse mediante señales externas como son los estí-

mulos hormonales; las hormonas a través de mecanismos de regulación covalen-

tes y no covalentes pueden modificar la actividad enzimStica y de esta mane-

ra influir en el metabolismo.

En la mayoría de los seres vivos los cambios drásticos de pH(mas de una

unidad de pH)ó temperatura son raros ó inexistentes; los cambios en las con-

centraciones de sustratos, productos y cofactores son más frecuentes y como

todos ellos son compartidos por diferentes vías, pueden considerarse como

mecanismos de control. Además el transporte de metabolitos de un comparti-

mento celular a otro puede modificar tremendamente sus concentraciones rela-

tivas (diluyéndolos ó concentrándolos)y en consecuencia el flujo metabólico.



TABLA I. MODULACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZ-IMATICA

A) MECANISMOS DE REGULACIÓN NO COVALENTE

1. Concentraciones de sustratos y productos. Compartamentalización,
2. Alosterismo (Cooperatividad y modulación por moléculas pequeñas

que se unen a sitios regulatorios: ATP/ADP, NADH/NAD+, acetil
CoA/CoA, etc.)

3. Interacciones proteína-proteína (polimerización de sub-unidades
y agregación específica en complejos multienzimSticos)

4. Temperatura, pH y fuerza iónica.

B) MECANISMOS DE REGULACIÓN COVALENTE

1. Fosforilación-desfcsforilación
2. Transformación irreversible (Conversión de proenzimas en las

formas activas mediante proteolisis limitada)
3. Síntesis y degradación de enzimas

C) MECANISMOS DE REGULACIÓN HORMONAL

Sin embargo, el cambio en la concentración de algún metabolito solo podría

alterar la actividad enzimática cuando estuviera por debajo de la Km, don-

de la velocidad varía apreciablementé con la concentración de sustrato.

Más aun,mediante el empleo de modelos matemáticos se ha llegado a la conclu-

sión de que el secuestro de intermediarios no es un mecanismo verdadero de

control, ya que el sustrato secuestrado se renueva inmediatamente a expensas

del reservorio de metabolitos del mismo sistema. Por ejemplo una disminución

de NADH afecta poco al flujo en el ciclo de Krebs debido a la acción compen-

satoria del par malato/oxaloacetato para forzar la reducción de NAD y dis-

minuir la pérdida de NADH libre (2).

La célula modula principalmente la actividad metabólica mediante meca-

nismos más finos y efectivos de tal forma que los cambios producidos en una

o dos enzimas repercuten en el flujo total de la vía metabólica. Este tipo

de enzima llamada reguladora se ha definido como aquella cuyas propiedades

son controladas por otros factores diferentes de las concentraciones de sus-

tratos y productos y la cual es capaz de ejercer control significativo so-
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bre la vía (3). Se han utilizado en la literatura otras acepciones como en-

zima marcapaso, etapa limitante, enzima clave o "cuello de botella", pero

todas ellas implican una restricción exclusiva al control del flujo, lo

cual no siempre sucede.

IDENTIFICACIÓN DE LAS ETAPAS DE CONTROL

Existe una serie de criterios generales (3-5) utilizados para definir

que enzimas determinan el flujo de una vía metabfilica (Tabla II). Desde el

punto de vista teleológico, el control debe ocurrir al inicio de la vía o

después de una ramificación, para así evitar la existencia de segmentos lar-

gos no controlados del metabolismo y para obtener máxima economía. El uso

de este enfoque no requiere experimentación sino simple inspección de la vía.

Sin embargo, la mayoría de rutas metabÓlicas estudiadas esta suposición te-

leológica ha encontrado validez experimental.

TABLA II. CRITERIOS EXPERIMENTALES PARA LA IDENTIFICACIÓN DE SITIOS
DE CONTROL METABOLICO

1. Identificación de reacciones alejadas del equilibrio y de los puntos
de entrecruzamiento

KAM (constante de acción de masas) < 0.2

eq (constante de equilibrio

2. Determinación de las capacidades en2imaticas relativas (enzimas len-
tas y rápidas)

3. identificación y análisis de enzimas alostericas

- Tipo de cooperatividad
- Moduladores alostéricos fisiológicos

4. Forma de la curva de inhibición: enzimas limitantes y en exceso.

El enfoque experimental mostrado en la Tabla II analiza las propieda-

des de las enzimas y de las reacciones de la vía. El primer criterio consi-

dera aspectos termodinámicos, donde aquellas enzimas que catalizan reaccio-

nes alejadas del equilibrio se clasifican como reguladoras.
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Reacciones Alejadas del Equilibrio

Suponiendo que una ruta metabólica alcanzara el equilibrio termodinS-

mico la constante de acción de masas AM = [productos] de cada reacción se-
[ sustratos]

ría igual a la constante termodinámica de equilibrio K n y no podría exis-

tir flujo neto. Para obtener flujo a través de la vía, la reacción debe es-

tar desplazada del equilibrio de modo que K.̂ , sea menor que K . La ampli-

tud del desplazamiento del equilibrio determinará la magnitud de la energía

libre que impulsará la reacción hacia la formación neta del producto. El des-

plazamiento del equilibrio sé distribuye entre las diferentes etapas de la

vía metabólica de tal forma que siempre hay algunas de estas etapas funcio-

nando más alejadas del equilibrio. Entonces las enzimas que catalizan las

reacciones más cercanas al equilibrio deben poseer suficiente capacidad ca-

talítica para poder igualar las velocidades de ida y vuelta, por lo cual no

pueden ser consideradas como limitantes del flujo a través de la vía.' Así el

control del metabolismo mediante la ateración de una enzima debe ejercerse

principalmente en aquellas reacciones más alejadas del equilibrio. Sin embar-

go, una enzima que cataliza una reacción que tiende al equilibrio puede lle-

gar a convertirse en una enzima reguladora si ocurre una fuerte inhibición

específica de su actividad. Más aun, si Xas reacciones en equilibrio respon-

den a cambios en las concentraciones de cofactores, alterando las concentra-

ciones de los intermediarios, pueden igualmente llegar a influir en la ciné-

tica de las reacciones en desequilibrio disminuyendo la inhibición por pro-

ducto o incrementando la cooperatividad y de esta manera ejercer cierto con-

trol del flujo metabólico (3,6).

Mediante la utilización de este criterio de identificación de etapas de

control (Tablas III y IV) se ha señalado que la glucólisis es controlada por

el acarreador de glucosa, la hexocinasa y la fosfofructocinasa (3,8,9)? el

ciclo de Krebs por la piruvato deshidrogenasa, citrato sintetasa, isocitra-
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to deshidrogenasa, alfa-cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-CoA sinteta-

sa, y succinato deshidrogenasa (9); la gluconeogénesis por la fructuosa di-

fosfatasa, flucosa 6 fosfatasa, piruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato

carboxicinasá (3,9); la vía de las pentosas por la glucosa-6-fosfato deshi-

drogenasa (7) y la fosforilación oxidativa por el translocador de adenin nii

cleótidos (10) ó por la citocromo oxidasa (11). En el caso especifico de la

gluc61isis parece no existir duda acerca de que la fosfofructocinasa es la

enzima reguladora más importante de la vía, pues no sólo sé encuentra cata-

lizando una reacción muy alejada del equilibrio en diferentes órganos K /

K = 4.4 x 10 a 6.3 x 10 (Tabla III) sino también en diversas condicioeq -

nes experimentales (K.M/K „ = 8 x 10~
5 - 3.6 x 10~4; Tabla IV).

AW eq

Por otro lado, la evaluación de una reacción en desequilibrio consiste

en comparar el valor de K con la relación de masas K ^ determinada experi-

mentalmente durante el funcionamiento de la vía en estado estacionario. Ro-

lleston (3) sugirió un valor menor de 0.2 del cociente Kj^/K para clasifi-

car a una reacción como alejada del equilibrio, pues este valor corresponde-

ría a una velocidad de la reacción inversa (v_,) menor al 20% de la veloci-

dad de la.reacción directa (v.,), de acuerdo con la ecuación:

v-l = ̂ AM (III)
v
+l

 Keq

La estimación de las concentraciones de los intermediarios durante el

estado estacionario debe considerar varios aspectos! 1) La vía metabólica

puede estar compartamentalizada o bien algunos de los intermediarios son

compartidos por diferentes vías. En este caso, no habría mucha exactitud si

la determinación se realiza en la célula entera. En el artículo de Tischler

y colaboradores (12) se hace una discusión sobre el tipo de técnicas emplea

das para tratar de solucionar este problema. 2) La estimación de los ínter
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mediarlos en las muestras desproteinizadas no indica necesariamente la ac-

tividad de los metabolitos Í5_§iJ&, pues estos pueden encontrarse unidos a

macromoléculas, formando diferentes complejos iónicos o la extracción puede

ser incompleta dependiendo del método empleado (13).

3) La reacción debe ser detenida instantáneamente para que no ocurran

cambios inducidos por artefactos durante el procesamiento posterior. Sin em-

bargo, aunque la mayoría de las técnicas empleadas logran detener la reac-

ción inmediatamente tienen la desventaja de que inducen transformaciones de

metabolitos. Por ejemplo cuando se utilizan ácidos orgánicos como tricloro-

acetico o perclórico, ocurren cambios espontáneos en metabolitos inestables

a pH acido como ATP, ADP, PEP, PPI y otros (14) . Cuando se utiliza el méto-

do de congelamiento ultrarrápido con nitrógeno líquido, los cambios en los

metabolitos pueden ocurrir durante el descongelamiento.

4) La medición del volumen celular o del compartimento estudiado. Ac-

tualmente se emplea sacarosa o inulina radiactivas, moléculas que practica-

mente no atraviesan las membranas biológicas, lo cual hace muy confiable la

determinación.

Como puede apreciarse sólo puede obtenerse control absoluto de las va-

riables en los puntos 1 y 4 y por lo tanto, pese al desarrollo tecnológico

2+
para la medición in situ de algunos metabolitos como Ca , nucleótidos de pi-

.y adenina
ridina/,la determinación exacta de todos los intermediarios de una vía es

todavía una cuestión no resuelta en el estudio del control metabólico.

Teorema del éntrecruzamiento

Este teorema originalmente empleado por Chance y Williams (15) en el

estudio de los componentes, sitios de inhibición y sitios de conservación

de energía del transporte mitocondrial de electrones, propone que la transi-

ción de un estado estacionario a otro desenmascara los puntos de regulación

a través de la determinación de los cambios en las concentraciones de los
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intermediarios (fig. 2). Si por ejemplo se induce una disminución del flu-

jo metabólico, se podrá observar un aumento en el sustrato de alguna reac-

ción y disminución en el producto, lo contrario debe suceder si el flujo

se incrementa. Sin embargo este teorema identifica un punto de entrecruzá-

miento como un sitio de regulación sin difinir los mecanismos de acción.

Existen al menos tres posibles explicaciones (3): a) las constantes de ve-

locidad de la reacción de entrecruzamiento pudieron alterarse, si el flujo

disminuyó, entonces la velocidad de la reacción de ida pudo' disminuir, la

velocidad de la reversa aumentar o ambos eventos a la vez; b) la concentra-

ción de los intermediarios puede modificarse por la interacción con el agen-

te externo y c) el punto de entrecruzamiento puede ser una expresión in-

completa de la reacción.

Este teorema fue fructífero al evaluar la cadena respiratoria en la

cual no varía la concentración de los intermediarios durante el curso del

experimento. Sin embargo, debe usarse con precaución cuando se aplica al

análisis de vías metabólicas cuyos intermediarios varían de un estado esta-

cionario a otro. En este ultimo caso, no existe una relación obligada de re-

ciprocidad entre las concentraciones de sustrato y producto, y el punto de

entrecruzamiento puede carecer de significado. Por ejemplo, considérese la

reacción:

S + a ~* P + b

en la cual S y P son intermediarios de la vía y a y b son cofactores. Si se

observa un punto de entrecruze donde S disminuye y P aumenta con incremento

en el flujo total, existen dos posibles explicaciones (3): a) la reacción

puede estar en equilibrio, de tal forma que la relación a/b aumenta y P/S

disminuye para mantener el equilibrio. En este caso, el cambio en el esta-

do estacionario produjo el cambio en la relación a/b y el punto de entrecru-

zamiento carece de significado con respecto a la identificación de enzimas

reguladoras, b> la reacción puede estar lejos del equilibrio, por lo cual
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los cambios en el flujo y en la concentración de S conducen a la conclu-

sión de que la enzima es reguladora y los cambios de P pasan a ser irrele-

yantes. Por lo tanto, el teorema del punto de entrecruzamiento carece de

validez si no se .acompaña de otro tipo de análisis y tampoco tiene una in-

terpretación precisa si se aplica a sistemas donde los intermediarios no

se conservan constantes.

Capacidades enzimSticas relativas

Cabe esperar que las enzimas que pueden regular el flujo metabólico

posean las capacidades catalíticas más bajas respecto al resto de-las en-

zimas de la vía, pues de acuerdo con las dos secciones anteriores, las en-

zimas reguladoras se encuentran en las reacciones alejadas del equilibrio

y en los puntos de entrecruzamiento. Así, este enfoque se ocupa de determi-

nar invitro las propiedades cinéticas de cada enzima de una vía metabólica,

después de su extracción y purificación o bien, mediante, técnicas específi-

cas para cada especie enzimática. De esta manera, se ha observado (8) que

las enzimas más lentas en la glucólisis y gluconeogénesis {Tabla V) son: pi-

ruvato carboxilasa, fosfoenol píruvato carboxicinasa, enolasa, aldolasa,

fructuosa difosfatasa, fosfofructocinasa y glucosa-6-fosfatasa con activida-

des menores de 10 pmol min a 386C, mientras que las enzimas más rápidas

son: gliceraldehido-3-P deshidrogenasa, hexosa fosfato isomerasa, lactato

deshidrogenasa, fosfoglicerato mutasa, fosfoglicerato cinasa y piruvato ci-

-1 ~1nasa con actividades de 10 a 500 umol min g a 38°C. En la degradación

de aminoácidos se ha determinado que las enzimas de elevada actividad (20

a 200 umol min g a 38°C) son apartato y alanina transaminasa, mientras

que las enzimas de poca actividad (1 a 5 jjmol min" a 38°C) son: triptofa-

no pirrolasa, tirosina y ornitina transaminasas, serina y treonina deshidra-

tada. En la fosforilación oxidativa hay al menos cuatro enzimas lentas con



10 O

33 &

tu

10
tn
O

ru
ct

O
4J
(0

B
O*

oG

sm
0



u
actividades menores a 1 umol min g : la translocasa de adenin-nucleóti-

dos, la ATP sintetasa, el acarreador de fosfatos y el acarreador de dicar-

boxilatos (Tabla VI).

Sin embargo, existen algunos problemas con este enfoque. El ensayo de

la actividad enzimatica requiere la ruptura del tejido, la extracción y di-

lución de la enzima y finalmente, para la medición de la actividad, la incu-

bación en condiciones completamente artificales. Muchas enzimas pueden aumen-

tar o disminuir su actividad durante el proceso de extracción. Además, las

velocidades máximas (Vmax) obtenidas ó las constantes de velocidad (kcatí

calculadas no necesariamente reflejan la situación fisiológica del funciona-

miento enzimático, pues en la célula intacta las enzimas difícilmente tra-

bajan a concentraciones saturantes de sustrato y en ausencia total de pro-

ducto.

Enzimas alostéricas

Generalmente este tipo de enzimas producen curvas de velocidad sigmoi-

deas. La unión de una molécula de sustrato incrementa la afinidad de los si-

tios vacíos y facilita la unión de las siguientes moléculas. Esté fenómeno

llamado cooperatividad positiva puede también reproducirse cuando la enzima

interacciona con moléculas diferentes al sustrato en sitios diferentes al.si-

tio catalítico. El término alostérico en su concepción mas amplia implica una

modificación a distancia de las propiedades cinéticas inducidas por cualquier

ligando.

Las ventajas potenciales de una respuesta sigmoidea en comparación con

una respuesta hiperbólica (16) son; para incrementar la velocidad específi-

ca (v/Vm) , de 0.1 Vmax a 0.75 Vmax se requiere en la cinética hiperbólica

incrementar la concentración del sustrato 27 veces, mientras en la cinética

sigmoidea menos de 10 veces en la mayoría de los casos. Esto permite que
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las enzimas alostéricas actúen como un switch, sobre todo en situaciones don

de se requiere la acumulación previa de los sustratos, como podría ser en

las vías biosintéticas. Además, la respuesta sigmoida solo se entiende com-

pletamente en término de regulación metabólica y de economía celular pues la

inhibición de la primera reacción de una secuencia por el producto final o

retroalimentación negativa, fínicamente puede ocurrir en enzimas alostéricas.

Este tipo de regulación permite que ciertos intermediarios clave en una vía

actúen como moduladores en otra vía. De hecho, la regulación por intermedia-

rios centrales (de nucleótidos de adenina y piridina por ejemplo) puede de-

terminar la dirección final del metabolismo como anabólico o catabólico, de-

pendiendo de los estados redox y energético de la célula. Por lo tanto, la

cinética sigmoidea puede ser un diagnóstico de enzimas reguladoras.

Aparentemente el ünico problema que puede, surgir al usar este criterio

de identificación de enzimas reguladoras es el de la posible inexistencia de

correlación entre las variaciones fisiológicas de los sustratos y los efec-

tores alostéricos con la cinética de la enzima, y el flujo metabólico. Sin
hasta

embargo en los casqs\ ahora estudiado si se ha encontrado un estrecho parale-

1i smo•

Una de las enzimas alostéricas más estudiadas en términos de regula-

ción metabólica es la fosfofructocinasa, para la que se han descrito 23 di-

ferentes moduladores (17), de los cuales solo ATP, citrato y H entre los

inhibidores y AMP, Pi y las fructosas 1,6 y 2,6-difosfato (6), entre los ac-

tivadores, parecen ser fisiológicos, Recientemente.se reportó un efecto ac-

tivador de la calmodulina, que aumenta la afinidad por fructosa-ei-fosfato y

disminuye la inhibición por ATP (18). Concentraciones micromolares de ATP

disminuyen la afinidad de la enzima por el otro sustrato, la fructosa-6-fos-

fato; la inhibición por ATP es potenciada por citrato. La inhibición por ATP

desaparece con AMP o fructosa-1,6-difosfato pero al aumentar la concentra-
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ción de ATP nuevamente aparece la inhibición (8). La cuestión de si estas

variaciones de los moduladores y por lo tanto de la actividad de la fosfo-

fructocinasa se correlacionan con el flujo glucolítico fue abordada por Wu

y Davis (19). Estos autores observaron que la producción de lactato aumen-

taba al incrementar la concentración de Pi de 2 a 20 mM y disminuía al re-

ducir el pH de 7.6 a 7.0, al aumentar el ATP de 2 a 3 mM o al añadir citra-

to 0.5 mM. Con excepción del ATP, los otros moduladores son específicos pa-

ra la fosfofructocinasa, por lo cual es válido concluir que esta enzima con-

trola el flujo glucolítico.

Otros ejemplos de enzimas alostéricas en.la glucólisis son la piruvato

cinasa (fructosa difosfato, activador; ATP y alanina; inhibidores (8,17));

sorprendentemente la hexocinasa no se modula alostSricamente y solo presen- .

ta inhibición por el producto glucosa-6-fosfato (4). En el ciclo de Krebs

todas las deshidrogenasas presentan cinética alostérica (4,8,20) siendo los

moduladores principales de la vía las relaciones de concentración ATP/ADP

y NADH/NAD+ junto con los niveles intramitocondriales de Ca (21). En cam-

bio, la citrato sintetasa solo obedece a las concentraciones de sustratos y

productos a pesar de catalizar una reacción alejada del equilibrio. Por tan-

to, estos ejemplos nos previenen de aceptar completamente la localizacifin

de enzimas reguladoras basándonos exclusivamente en el estudio cinético o

en la determinación de la K . Debido a esto, deben emplearse siempre la ma-

yor cantidad de criterios disponibles.

la
Forma de/curva de inhibición

Otro de los criterios utilizados en el estudio de la regulación meta-

bólica es el de la forma de las curvas de inhibición de la vía mediante in-

hibidores específicos de cada enzima. El reazonamiento es que si el inhibi-

dor actúa sobre una enzima con elevada capacidad y/o cataliza una reacción
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cercana al equilibrio, entonces solo habrá poco o nulo efecto sobre el flu-

jo total aún cuando disminuya la actividad de la enzima. Conforme la con-

centración del inhibidor aumente, esta enzima eventualmente se convertirá

en la etapa más lenta de la vía y habrá proporcionalidad entre el flujo y

la cantidad de inhibidor. Por otro lado, si el inhibidor actúa sobre una en-

zima lenta, aun la más baja concentración de inhibidor disminuirá el flujo

de la vía metabólica (22). En otras palabras, una enzima se clasifica como

reguladora si se observa una relación lineal y no—reguladora si la curva de

titulación es sigmoidea (fig. 3). El "exceso" de enzima se determina por la

cantidad de inhibidor necesaria para provocar una disminución significativa

del flujo metábólico. Rognstad (22) propuso realizar una gráfica de Dixon

(1/v vs [II) para determinar con precisión las capacidades enzimáticas. Sin

embargo, como el mismo autor reconoce no existe una teoría rigurosa que jus-

tifique este planteamiento. Ademas la interpretación mencionada en el párra-

fo anterior solo podría ser válida cuando se utiliza un inhibidor irreversi-

ble, pues la forma de la curva de inhibición también depende del tipo de in-

hibidor y de la constante de inhibición K.. En teoría, los inhibidores com-

petitivo y no-competitivo generan una curva hiperbólica (fig. 3 A ) , mientras

que los inhibidores alostéricos producen una curva sigmoidea (fig. 3 B) . La

cuestión se complica cuando se considera si la enzima es o no reguladora.

Con inhibidor irreversible se debe uno asegurar que exista una relación cuan

titativa entre inhibidor añadido y enzima.inhibida. Por otro lado, si la

enzima en estudio no sigue una cinética hiperbólica, también puede generar

curvas de inhibición ligeramente sigmoideas. Por último, tampoco hay un cri-

terio para determinar cual debe ser la cantidad inicial mínima que se debe

usar de inhibidor para titular el flujo metabfilico. Obviamente que si se em-

plean muy pequeñas cantidades de inhibidor, todas las curvas de inhibición

serán sigmoideas; por el contrario, si inicialmente se empieza a titular con
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cantidades relativamente grande de inhibidor, todas las curvas podrán ser

hiperbólicas.

EXCESO

o

(INHIBIDOR)

Figura 3. Curva de Titulación de una vía metabólica con inhibidores especí-
ficos de una enzima de elevada capacidad (A) y una enzima reguladora (B).

UNA NUEVA TEORÍA SINTÉTICA.Y CUANTITATIVA DE CONTROL METABOLICO

La discusión en las secciones anteriores sugiere que las enzimas regu-

ladoras pueden ser identificadas como aquellas que satisfacen diversos cri-

terios los cuales a su vez están directamente relacionados a la forma de me-

dición; sin embargo, no es claro cual es la conexión teórica de esos crite-

rios entre sí. Clasificar a una enzima como reguladora, sólo ofrece un tér-

mino estrictamente cualitativo, empírico y hasta esotérico; esta terminolo-

gía y el desarrollo conceptual de las secciones anteriores, no establece có-

mo las enzimas podrían controlar el flujo metabólico ni tampoco cuantifica

la importancia relativa de cada etapa. Implícitamente se supone que al seña-

lar una enzima como reguladora, ésta controla totalmente el flujo metabóli-

co. En la literatura también se discute en este sentido cual es el factor

determinante en la velocidad de flujo, si la actividad de alguna de las en-
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zimas de la vía o la disponibilidad de sustratos o cofactores, aunque más

bien parecería absurdo sugerir que alguno de estos factores no intervienen

e influyen sobre el flujo metabolico. Más aún, las cuestiones de sí todos

los factores son igualmente importantes en el control de una vía metabóli-

ca, la definición de importancia y los criterios necesarios para evaluar

esta importancia, no se contestan con precisión usando los criterios dis-

cutidos en las secciones anteriores.

En un intento por responder estas incógnitas y formalizar el análisis

de la regulación metabólica Kacser y Burns (23-25) en Escocia y Heinrich

y Rapoport (26-29) en Alemania Democrática, desarrollaron en forma indepen-

diente una teoría cuantitativa de control que sintetiza mucha de la infor-

mación disponible. El análisis de estos autores propone que las variables

de una vía metabólica son los niveles de metabolitos; en el estado estacio-

nario/ las concentraciones de los intermediarios no varían con el tiempo,

puesto que cada uno de ellos ha alcanzado un balance de formación y remo-

ción que depende de la actividad de todas las enzimas; por esto, las concen

traciones de los intermediarios y los flujos están determinados por los pa-

rámetros del sistema. El flujo es una propiedad sistémica pues la disminu-

ción de la actividad de una enzima a cero resulta en la anulación de la vía

y las cuestiones acerca de su regulación no pueden ser contestadas estudiari

do una etapa aislada. Los parámetros del sistema están representados por

las constantes enzimSticas determinadas genéticamente como constante de Mi-

chaelis K.,, la constante catalítica k ., las constantes de inhibición KT,M cat I

etc. Existen ademas restricciones termodinámicas representadas por la cons-

tante de equilibrio de una reacción. La cantidad y la calidad de las enzi-

mas y las condiciones del micro ambiente también son parámetros del siste-

ma, al menos en la mayoría de los experimentos. (Para una revisión ver refs.

29 y 29a).
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COEFICIENTE DE CONTROL DE FLUJO (C.)

Aunque en el estado estacionario todas las enzimas llegan a tener la

misma actividad, el efecto que tendrá una variación en sus actividades so-

bre el flujo metabólico, no es necesariamente el mismo. Es posible estimar

este efecto induciendo un pequeño cambio en una de las enzimas y expresando

esto como un cambio fraccional 6Ei/Ei, donde Ei es la actividad de la enzi-

ma. Este cambio en la actividad puede deberse a un cambio en la concentra-

ci&n de la enzima, numero de recambio u otras constantes cinéticas, o sea,

un cambio en la concentración de enzima activa. Debido al cambio inducido,

se establecerá un nuevo.estado estacionario con un flujo diferente, el cual

se puede, expresar como <5F/F. La comparación de estas dos medidas, represen-

ta cómo el cambio inducido en la enzima afecta al flujo.

íF = Ci jSEi (IV)
F Ei

Ci = Ei 5F_ (V)
F ÓEi

La constante de proporcionalidad {Ci) describe cuantitativamente cuan

sensible es el flujo a cambios en una de las enzimas de la vía y fue deno-

minado como coeficiente de sensibilidad por Kacser y Burns (23) y como fuer-

za de control por Heinrich y Rapoport (26). Recientemente, estos dos grupos

han acordado una nomenclatura unificante (30) y nombraron a Ci como coefi-

ciente de control de flujo.

Nótese que de la ecuación V se puede calcular Ci de la pendiente de la

curva de flujo contra concentración de enzima, multiplicada por el factor es_

calar Ei/F. Sin embargo el valor de la pendiente cambia con el valor de Ei

ya que la relación F contra E no es lineal. Entonces la ecuación V puede con

vertirse en la siguiente expresión: Ci = óln F , . ,. ^ , . „
^ ¿ I n E , y de la pendiente de la grá
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fica de ln F versus In E¿ se obtendrá directamente el valor de Ci.

El coeficiente Ci puede tomar cualquier valor entre 0 y. 1.0. Es obvio

que una enzima cuyo coeficiente de control de flujo sea cercano a 1.0, es

decir cuya variación produce una respuesta casi proporcional en el flujo,

es considerablemente mas importante en la regulación del flujo metabólico

que otra enzima con un coeficiente cercano a cero en donde el efecto sobre

el flujo es imperceptible. Los valores particulares de cada coeficiente de-

penderán de la proporción de equilibrio de cada reacción (KfiM/K ) , de la

concentración efectiva de cada enzima y su. constante catalítica en compara-

ción con las demás, del grado de saturación y de la influencia de los di-

versos efectores. Por lo tanto, no hay tínicamente dos clases de enzimas,

reguladoras y no-reguladoras,' sino que el control se comparte entre todas

las enzimas que constituyen la vía.

La Propiedad de la Sumatoria

La velocidad de una reacción enzimática siempre es .una función lineal

de la concentración de enzima y del número de recambio, sin importar que

tan compleja sea esta. En el estado estacionario, se cumple entonces la

expresión:

i=n
E Ci = 1 (VI)

i

esto es, la suma de los coeficientes de control de flujo es siempre la uni-

dad. La demostración es la siguiente (24): ya que F es una función de todas

las enzimas, se aplican las reglas de la diferenciación parcial para varia-

bles independientes F = f (Ei, E¿ j?) .
d F = ü _ dEi + ¿F_ dE2 + ¿F dE

n
6E~n

dividiendo entre F y multiplicando por Ei/Ei,
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F ' * ' Si

las derivadas parciales.son los coeficientes de control de flujo (ecuación

V) ,

n

Considerando que el sistema se encuentra en estado estacionario, las

concentraciones de los intermediarios no varían (ecuación II), porque su ve-

locidad de formación está balanceada con la desaparición. Como todas las ve-

locidades son proporcionales a la concentración de enzima, un cambio simul-

táneo en todas las enzimas por un mismo factor (a) alteraría las concentra-

ciones de los intermediarios, de tal forma que:

_i = a; S. = constante
E. 1

y el flujo total del sistema F cambiará en el mismo factor

6F = g
F

si ct »0, la ecuación VII resulta en:

a = Cía + Czcx + . . . . C^a

Por lo tanto:

i = n
Z C. = 1
1 l

La propiedad sumatoria tiene una serie de importantes consecuencias.

a) Si una enzima cambia su actividad y por lo tanto cambia su coefi-

ciente de control de flujo, los coeficientes de las demás enzimas deben cam-

biar, de tal forma que la nueva suma sea otra vez igual a 1.0. La propiedad

sumatoria se sostiene para cualquier conjunto de enzimas, pero la distribu-

ción interna cambiar! dependiendo del nivel del estado estacionario.

b) Los coeficientes son positivos, pues se podrán generar coeficientes
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negativos sólo en vías metabólicas que eventualmente tuvieran fugas. Bajo

estas circunstancias la suma de los coeficientes puede ser mayor a 1.0.

Kacser (25) propuso que la inhibición por sustrato, la expansión del sis-

tema, donde masas y volúmenes aumentan exponencialmente y la ramificación

de la vía podría generar contribuciones negativas al control del flujo,

por ejemplo reacciones que afectan a la via mediante un drenaje lateral del

flujo principal.

c). Si un coeficiente es muy grande, el resto serán muy pequeños, de

aquí resulta obvio que el concepto de exceso de enzima (Tabla II) no es

más que la descripción de un coeficiente de control de flujo pequeño. Co-

mo establece la propiedad sumatoria, es imposible para una vía no tener a

la mayoría de las enzimas en exceso, por tanto el concepto de exceso care-

ce de significado.

Coeficiente de Elasticidad y Propiedad de la Conectividad

El coeficiente de control de flujo C. describe la efectividad de las

enzimas en controlar el flujo total de la vía metabólica. Sin embargo, no

revela como las enzimas consiguen ejercer determinado grado de control.

Considérese un sistema simple de dos reacciones.

De acuerdo con la propiedad de la sumacifin, es evidente que la rela-

ción entre las dos enzimas es de reciprocidad de tal forma que un cambio

en el grado al cual una enzima es limitante resulta en un cambio opuesto

en la otra enzima. Si, por ejemplo, se disminuye la concentración de la en?

zima E2 mediante una inhibición específica, entonces la concentración del

sustrato Si aumenta hasta alcanzar el nuevo estado estacionario. El incre-

mento de Si conduce a que ia enzima E2 trabaje en una situación mas aleja-

da del equilibrio y la enzima Ei en una condición mas cercana al equili-
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íibrio en comparación con el estado estacionario inicial. Por el contra-

rio, si ocurre una activación de E2, Si disminuye y entonces Ei se vuelve

mas limitante porque trabajaría en una situación mas alejada del equili-

brio. Este análisis cualitativo fue utilizado por Stoner y Cois. (31,32)

en el estudio de la fosforilación oxidativa. Estos autores concluyeron que

existe relación de acoplamiento secuencial entre dos reacciones en una vía

metabólica, cuando una limitación (o activación) en la actividad de una en-

zima conduce a un cambio recíproco en otra enzima. Si esto no ocurre la re-

lación es de tipo no-secuencial.

La teoría del control metabólico (23-3 0) describe otro conjunto de coe-

ficientes que especifica los efectos de las enzimas sobre las otras varia-

bles sistémicas, las concentraciones de los metabólitos.Los intermediarios

y los cofactores son las conexiones entre las enzimas y cinéticamente esto

significa por supuesto que el producto de una reacción es el sustrato de

la próxima, o bien un efector producido por una reacción puede actuar como

un inhibidor o activador en otra reacción.

Considérese nuevamente un cambio en la velocidad de la enzima E2 el

cual tenderá a producir un cambio en la concentración de Su sustrato.. La

magnitud de este cambio que se transmite hacia la primera enzima dependerá

de la naturaleza de las enzimas (Km,Vm) y de su microambiente. Es claro

que entre mas cerca a la saturación se encuentre una enzima, más reducida

será la respuesta a los cambios en la concentración del sustrato. La expre

sión matemática de esta respuesta e s :

i

(VIII)

donde se ha designado como coeficiente de elasticidad (30). Debe notar-

se que este coeficiente define el cambio diferencial en la velocidad de

una enzima "aislada" y es por lo tanto una propiedad local y no una propie
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dad del sistema, tal como lo es el flujo a través de la vía completa. Es

decir, si ocurrió un cambio en la concentración de un metabolito, este

debi8 haber sido causado por un cambio en alguna enzima o por algún efec-

tor o sustrato externos. Las variaciones en las concentraciones de los me-

tabolitos son efectos más que causas; por eso es inadecuado proponer que

un metabolito controla el flujo, pues ambos son mutuamente dependientes.

Para cada enzima existen tantos coeficientes de elasticidad como sus-

tratos, productos y efectores interactuen con ella. El valor de e de-

penderá, en parte de la proporción de desequilibrio de los metabólitos y

del grado de saturación. El valor numérico puede ser muy grande {positivo

si aumenta la velocidad al incrementar el metabolito, ecuación VIII o ne-

gativo si disminuye la velocidad al incrementar el metabolito) para reac-

ciones cercanas al equilibrio o para moduladores alostéricos. Un valor muy

alto de e se manifestará como un cambio en las concentraciones de metabó-

litos, satisfaciendo el teorema del entrecruzamiento, pero esto no necesa-

riamente significa que esa enzima tenga un papel importante en la regula-

ción del flujo. El valor del coeficiente de control de flujo C. es un fac-

tor igualmente importante.

La teoría del control metabólico (23-30) describe una relación cuanti-

tativa entre los coeficientes de control de flujo y los coeficientes de

elasticidad de enzimas conectadas por un intermediario común. Esta rela-

ción se llama propiedad de la conectividad.

En la figura 4 se ilustra esta propiedad. La enzima E z disminuye un 1%

y la pregunta es ¿que factores determinarán el valor del nuevo estado es-

tacionario? En el caso A, la enzima E 2 tiene una Km de 8mM y en el caso

B, de O.lmM. La enzima Ei es constante en ambos casos. La concentración de

S 2, el intermediario comfin es de 4mM. Para el caso A, la enzima E z es muy

sensible a los cambios en la concentración de S2 pues está por debajo de
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la Km. Así, un cambio de S2 de 4 a 4.04mM debido a la inhibición del 1% de

E2, produce un incremento de 0.96% en la velocidad de E2 y el nuevo estado

estacionario es casi idéntico al inicial. La enzima Ei es poco sensible a

los cambios en la concentración de S2 debido a su baja constante de inhi-

bición por producto(Kp)y solo disminuye 0.26%. Intuitivamente podemos se-

ñalar para este caso que E2 no tiene una contribución importante en el con

trol del flujo y que Ei si ejerce control acorde con la propiedad de la

sumación. Por otro lado, en el caso B, la enzima E2 es muy. poco sensible

a los cambios en S2 pues se encuentra 40 veces arriba de la Km. Esto oca-

siona que S2 aumente mas que en el primer caso e inhibe 0.80% a la enzima

Ei. De aquí que el nivel del nuevo estado estacionario disminuya signifi-'

cativamente. Entonces, E2 ejerce un control importante sobre el flujo y Ei

no tiene una contribución apreciable.

Este ejemplo sugiere que hay una relación reciproca entre la magnitud

de los coeficientes de control de flujo y las sensibilidades de las enzi-

mas a los cambios en las concentraciones de los intermediarios comunes.

La propiedad dé la conectividad es una formulación cuantitativa de estas

observaciones cualitativas:

e V2

^ - 1

Esta ecuación muestra que la proporción entre las elasticidades de las

enzimas Ei y E 2 hacia un metabolito común (S.), determina la magnitud de

los grados de control de estas enzimas, una conclusión que ya se había ob-

tenido cualitativamente en el ejemplo de la figura 4.

El análisis realizado al sistema de 2 enzimas puede extenderse fácil-

mente a un sistema con n enzimas. Para cada par de enzimas que compartan

un mismo intermediario habrá una expresión de la propiedad de la conectivi-
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Fig. T/. I l lus t ra t íon of the conncctivity theorem: the relativo scns i t iv i t i ea
of enzyme I and 2 touards the coraron intermedíate S2 determine the magnitude
of the flux control coefficients of these enjymes. The pathway of Fig. 3A and
3B consists of two enzymes: the f i r s t being identical in Fig. 3A and 3B and
the second with different kinetic parameters in Fig. 3A and 3B. The concentra-
tion of i n i t i a l substrate S¡ and final produce P are kept constant (S| = 10
mM, P = 10 nMl. The kinetic parameters of enzyme 1 in Fig. 3A and 3B are:
K '̂ - I mM, K 2 = ] mM, Vs = 150, Vp - 0. The kinetic parameters of enzyme 2
in Fig. 3A are : K^2 = 8 mM, K | - I mH Vs • 2300, V_ - 0. The k ine t ic para-
meters of enzyme 7 in i'lg. 3B are: ( ¿ 2 = 0.1 mM, KJ - 5 mM, V« - 107.5.- Vn -g y

0. The cortcentration of the common intermedíate S2 vas set at 4 mM. Under
these conditions steady s ta te flux through the pathway amounts to 100. As in -
dicated in che figure 12 of the act ivi ty of enzyme 2 «as temoved both in Fig.
3A and 3B. The subsequent changes in v | , V2 and the concentration of S2 «ere
calculated as a function of time with the aid of the kinetic parameters of
enzyme I and 2 using a simple calculation program.

: R.^.fl. WflWB£ftS(l<ÍK) PVl.D.THESlS, ot

dad (ecuación IX). De esta manera, el coeficiente de control de flujo de

cada enzima puede expresarse solo en función de todos los coeficientes de

elasticidad en el sistema. Esto indica que las propiedades locales de las

enzimas pueden considerarse como las responsables de generar las propieda-

des globales de la vía metabfílica. Además, la propiedad de la conectividad

demuestra que carecen de fundamento preguntas tan comunes en la li teratu-

ra como, si es el flujo limitado por el sustrato o por la enzima, pues pue

de haber reacciones con altas o bajas elasticidades conjuntamente con altos

o bajos coeficientes de control.
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SOLUCIÓN ANALÍTICA PARA F Y C. EN UNA SECUENCIA LINEAL

Heinrich y Rapoport (26) realizaron los cálculos necesarios para obte-

ner expresiones matemáticas de C. y £. en términos de las variables de

una vía metabólica lineal y así, tratar de. racionalizar el concepto de con

trol metabólico. Estos autores consideraron una vía como la mostrada en la

figura 1. Entonces plantearon las ecuaciones de velocidad para cada reac-

ción:

- ~ = kiS - {k-!+ ka) Si + k_2 S2/ (primera reacción)

n = k S - (k_ + y) S (ultima reacción)

n n—i n n

resolviendo el sistema de ecuaciones lineales no homogéneas y considerando

que el flujo total es F = yS se obtiene!

S n

Y 9', «3.;
F = 3 = 1 3 (X)

1 + ^ Tk ( 1 + %] ^ m
k= * m=k+i

donde T. = 1 es el tiempo de relajación y
1 ki + k-.

v
q. - _i es la constante de equilibrio de cada reacción

i

Obsérvese que el flujo total F es entonces una función de factores ter

modinámicos (q-í y cinéticos (T.). En el caso especial donde q'.= 1 (i = 1,

...,n), la ecuación X se transforma en:

F = _Jo (XI)
I + 2 -
Y 2

En esta situación todas las reacciones se encuentran en equilibrio ter-
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ecuación X.

Si q¿= 1(1=1,2,...,n)

c.= 2TÍ (XIV)

1. + 2 "
y 3c-I

Ahora bien, si se considera la etapa irreversible donde q >> 1 se ob

tendrían las 3 ecuaciones siguientes:

1. Para calcular el grado de control de una enzima anterior a la etapa

irreversible donde i < S

s-i

c. = J=i+1 ' (xv)
1 i-i • s-i

2. Para calcular C. en la etapa irreversible i = S entonces se tiene

la ecuación:

C.= * (XVI)
1 • i-i l-i

T + r-r (l+qk) I q.
1 * K :

3. Para calcular C. de enzimas localizadas después de la etapa irreve£

sible donde i > S se tiene que:

ci = ° (XVII)

lo que implica que esas enzimas no ejercerían control sobre la vía.

En términos de regulación metabfilica, las etapas irreversibles "acortan'

la cadena (C- = 0 para i<S). Sin embargo, si la vía tiene retroalimentación

las enzimas localizadas mas alia de la etapa irreversible pueden llegar a

tener influencias.
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CONCEPTUALIZACION DEL TEOREMA DEL ENTRECRUZAMIENTO EN LA TEORÍA DE CONTROL

Otro conjunto de ecuaciones similares a las anteriores también fueron

desarrollados por Heinrich y Eapoport (28,29) para cadenas no lineales y

para vías metabólicas que no se encuentran en estado estacionario. Estos

mismos autores demuestran en un estudio sobre la validez del teorema de

entrecruzamiento (27), que existen diversos casos en los cuales las condi-

ciones derivadas de este teorema pueden ser erróneas. Estos casos son:

(a) un efector externo puede modular a ITISS de una enzima. Considérese por

ejemplo un efeptor M que es activador de dos enzimas E- yE. que no son ne-

cesariamente adyacentes en la vía. Dependiendo de los coeficientes de con-

trol y elasticidad, pueden ocurrir puntos de entrecruce en una u otra enzi-

ma, en ambas a la vez o afín más sorprendente, en ambas y surgir un tercer

pseudo-entrecruce en medio de ellas, siempre que los coeficientes de con-

trol de flujo de las enzimas intermedias sean cercanos a cero y la enzima

con el pseudo-cruce tenga una T mayor de cero, (b) flujo lateral de metabo-

litos. En este caso, la variación de intermediarios que ingresan o salen

de la vía en puntos intermedios puede generar pseudo-entrecruces, aún en

reacciones cercanas al equilibrio o en aquellas catalizadas por enzimas no

alostéricas. (c) existencia de efectores internos. Estos moduladores son

generados por la propia vía metabólica y dependiendo de su sitio de acción,

pueden hacer desaparecer a los verdaderos puntos de entrecruce, generando

solo mitades de entrecruce (half-crossover) (d) cambio en el estado de for

mación de complejos de los metabolitos.

Heinrich y Rapoport (27) derivaron.una ecuación para la identificación

de los sitios de interacción de efectores:

i = i U + i) (XVIII)
k. • q.
X 1

donde R es el producto de los sustratos de la reacción i y Q, es la K-M.
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Nótese que el término de la derecha es una constante. Si una etapa es

modificada por algún efector, el tiempo de relajación T. cambiará. Puede

determinarse entonces experimentalmente el valor de Q. (KaM) antes y des-

pués de la adición de algdn efector y todas las reacciones donde sé obser-

va un cambio serán identificadas como puntos de regulación.

APLICACIÓN DE LA TEORÍA DE CONTROL EN VÍAS METABOLICAS ESPECIFICAS

La cuestión de la aplicación de los conceptos desarrollados por la teo-

ría de control estriba, en su evaluación experimental. La pregunta parece

ser ¿cómo calcular los valores de C. y e . para todas las enzimas y todos

los metabolitos de una vía metabólica? Es importante recordar que se re-

quiere variar la concentración efectiva de enzimas para calcular C. (ecua-

ción V). Así la determinación de los coeficientes de control de flujo se

ha realizado empleando 3 métodos diferentes.

1. El grupo de Kacser ha utilizado la variación genética de mutantes

y heterocariontes de Reurospora crassa para manipular las concentraciones de

las enzimas de la biosíntesis de arginina y urea (33). Ellos concluyeron

que en la cepa nativa de Heurospora, la actividad de la argininosuccinato

sintetasa era la que poseía mayor control sobre el flujo total (C.= 0.40).

El resto de las enzimas tenían coeficientes de control menores a 0.10. Es-

te mismo enfoque se utilizó en el análisis de la expresión fenotípica y

Kacser y Burn (34) concluyeron que la amplia distribución de la recesividad

genética observada en el mundo biológico de acuerdo con las leyes de Mendel

se debía a los bajos valores de los coeficientes de control de la mayoría

de las enzimas.

2. Otros investigadores han derivado modelos matemáticos adecuados que

posteriormente son evaluados experimentalmente a través de la medición de

algunas constantes cinéticas (35-37). Por ejemplo Heinrich y Rapoport (35,
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36) determinaron los tiempos de relajación de las 3 enzimas de la glu-

cólisis aparentemente más importantes: hexocinasa, fosfofructocinasa

y piruvato cinasa (Tabla VII).

TABLA VII. TIEMPOS DE RELAJACIÓN (T.) Y COEFICIENTES DE
CONTROL DE FLUJO (C.) DE LA HEXOCIN&SA (HK), FOSFOFRUCTO
CINASA (PFK) Y PIRUVATO CINASA (PK) DE ERITROCITOS HUMA-

NOS (e)

CONDICIONES
EXPERIMEKIftLES

(A)

<B)

(C)

(D)

ÍE)

PH

pH

PH

PH

PH
4°C

7.2, Pi

8.2, Pi

7.2, Pi

8.2, Pi

7.2, Pi

lirtf
1 nM

50 mM

50 nM

1 nM

EG6P]

eo5

10

50

16

43

[PEP]

20

36

32

54

29

[ATP-Mg]

680

570

800

910

340

flujo

1200°
2300

1800
3200

70

THK

nood

780

950

850

9000

TPFK

74

6 . 4

41

7 . 4

9000

TPK

30

28

32

30

750

0.69

0.89
0.70

0.85

0.71

0.31

0.11
0.30
0.15

0.29

a) La temperatura fue 37°C, excepto en el experimento E

b) Las unidades de concentración para los 3 metabolitos es

c) Las unidades del flujo son uM/h

d) Las unidades de T. son seg

e) De Rapóport, Heinrich, Jacobasch y Rapcport (1974) (35).

Sorprendementemente, la hexocinasa fue la enzima más lenta bajo diversas

condiciones metabólicas y en consecuencia fue la que ejercifi mayor con-

trol sobre la vía. Otra enzima que ejerce también un fuerte control sobre

la glucólisis es la ATPasa, pero debido a que su actividad conduce a un de

cremento en el flujo total su contribución es negativa (Tabla VIII).

Este mismo grupo (37) simuló las condiciones de síntesis de proteínas

en reticulocitos en función de la densidad de ribosomas y de la longitud

del ARN . Mediante la variación de las constantes de velocidad estos auto-

res concluyeron que las etapas de iniciación (C. = 0.22-0.51) y elongación
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TABLA VIII. COEFICIENTES DE CONTROL DE FLUJO .(C.) DE

ALGUNAS ENZIMAS GLUCOLITICAS(a)

ENZIMA

Hexocinasa + Fosfofructocinasa

Piruvato cinasa

ATPasa

Difosfoglicerato

Difosfoglicerato

(a) de Rapoport

mutasa

fosfatasa

Heinrich y Rapoport (1976) (36).

C.

1.37

0.04

-0.33

-0.04

-0.04

(0.49-0.75) determinan la velocidad de síntesis de proteínas, dependiendo

de la densidad ribosomal. La terminación y la longitud del ARfí aparente-

mente no influyen en el flujo metab81ico.

Por otro lado, McMinn y Ottaway (38) desarrollaron programas de compu-

tación donde incluyeron todas las propiedades de todas las enzimas del ci-

clo de Krebs y de la síntesis de glutatión, como son K . vmajt'
 K*» Ka* Ke<I

y el mecanismo cinético (por ejemplo, mecanismo hexa-uni ping-pong, entra

un sustato y sale un producto tres veces, para el complejo de la oxogluta-

rato deshidrogenasa). Variando las concentraciones de las enzimas o de me-

tabólitos y manteniendo constante el resto del sistema, estos autores cal-

cularon los respectivos coeficientes de control de flujo y de elasticidad.

Los valores encontrados de C. paira el ciclo de Krebs indican que la citra-

to sintetasa (C. = 0.83) es la enzima que ejerce el mayor control de la

vía, mientras que la isocitrato y succinato deshidrogenasas (C. = 0.08) só-

lo regulan el flujo ligeramente. De nueva cuenta es sorprendente que la

oxoglutarato deshidrogenasa no ejerza control sobre el ciclo de Krebs,

pues en una enzima típicamente alostérica.
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Bohnensack y colaboradores (39) estimaron los valores de los coeficien-

tes de control de flujo de la respiración mitocondrial mediante simulacio-

nes por computadora y experimentos de titulación con inhibidores específi-

cos. Modificando el valor de la relación ATP/ADP extramitocbndrial, los

valores computarizados de C, mostraron que la translocasa de adenin-nucleó

x , —'

tidos (C. = 0.35-0.50) es la enzima más importante en el control de la res

piración mitocondrial.

3. Otros grupos han venido utilizando recientemente el método de inhi-

bición específica para la modificación de las actividades enzimaticas. Ori-

ginalmente desarrollada por el grupo de Westerhoff y Tager (40), la idea

básica es la de titular el flujo metabólico con diferentes inhibidores (al

menos uno para cada enzima de la vía) y calcular la pendiente inicial de la

curva de inhibición. La determinación del valor del coeficiente de control

de el flujo depende entonces del tipo de inhibición, de acuerdo con las si-

guientes fórmulas (40):
Para inhibición C- = pImax [ dF j (XIX)
irreversible F V di /

inhibición C.. _ __ Kî  / dF \
no-competitiva F \ di / (XX)

inhibición Ki (1 + 7- \ 1 •,_ ,
competitiva C. = \ *!»' /ÉL \ (XXI)

l F g J
donde F es el flujo total de la vía, I la cantidad mínima de inhibidor

ÜLaX

necesaria para obtener la máxima disminución del flujo, Ki constante de in-

hibición, S concentración de sustrato, K constante de Michaelis y dF/dl

la pendiente de la curva de inhibición.

El procedimiento experimental para calcular C. consiste en determinar

la pendiente inicial de la curva de inhibición (dF/dl) y. relacionar este

valor con la velocidad de flujo no inhibido (F)y los correspondientes pa-

rámetros cinéticos. Se considera la pendiente inicial porque aquí ocurre
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una inhibición lineal que permite extrapolar al nivel inicial de esta-

do estacionario, que es el estado de interés. Algunos ejemplos de los cal

culos requeridos para obtener C. son los siguientes: en la figura 5 se

muestra el efecto de varios inhibidores respiratorios y de la ATP sinte-

tasa sobre la respiración estimulada por As. (arsenato iónico) (Figura -6).

En el caso de la titulación con malato (figura 5 A), el valor de la pen-

diente inicial es -4-4, la Ki del acarreador de dicarboxilatos para malato

es 0.23 mM, la concentración de succinato es 5 mM, la Km para succinato

1.17 mM y el flujo inicial F es 132 n átomos oxígeno mg~ min~ . Emplean-

do la fórmula XXI para inhibición competitiva tenemos que:

C = - 0.23 (1 + 5/1.17) (-4.4) .= 0.04
1 132

Para la curva de titulación con azida (figura 5 A), se'utiliza la fór-

mula XX para inhibición no competitiva. En el caso del HOQNO (un análogo

de Coenzima Q), claramente se observa que la pendiente inicial es cero,

por lo cual la etapa inhibida no ejerce control sobre la vía (Tabla TX).

Finalmente en la titulación con el inhibidor irreversible oligomicina (fi-

gura 5 B) tenemos los siguientes cálculos empleando la ecuación XIX:

i ~ -fü (-060) = 0.76 (+ADP)

; C. = 275 (-0.35) = 0.70 (-ADP)
137

Empleando este enfoque Groen y colaboradores (40), determinaron los

grados de control de las enzimas de la fosforilación oxidativa mitocondrial

siendo la translocasa de adenin-nucleótidos (C. = 0.33), el acarreador de

dicarboxilatos (C. = 0.33) y la citocromo oxidasa (C. = 0.20), las que ejer

cían el mayor control. Debido a la facilidad que brinda el uso de inhibido-

res específicos, este enfoque se ha popularizado rápidamente. Por ejemplo
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se ha utilizado en el análisis del control de la aresenilación oxidativa

(41), un proceso análogo a la fosforilación pero sin la participación de

la translocasa de adenin-nucleñtidos (Tabla IX).

TABLA Dt: COEFICIENTES DE CONTROL DE FLUJO (C.
CKmñTIWi MITOCONDRIAL

ENZDR

ATP sintetasa

Citocrcno cxidasa
Complejo de citocranos

Acarreador de As.

Acarreador de
dicarboxilatos

C.

0.70

0.76 (+ ADP)
0.17

0.0

0.02

0.12

0.0

0.05

0.10

(a) Tonado de ftoreno-Sánchez, R. (1985) (41)

) EE LA ARSENHACJON
(a)

Inhibidor

Oligomicina (irreversible)

Azida (no conpetitivo)
HCQNO (no ccnpetitivo)

Antimicina (irreversible)

Fosfato (competitivo)
l$M (no conpetitivo)

Malato (cotpetitivoj

Marsalil (no conpetitivo)

En esta vía, el arsenato ingresa a la mitocondria a través del acarrea

dor de fosfatos, se combina con el flDP endógeno en una reacción catalizada

por la ATP sintetasa, la cual consume el gradiente de H generado por la ca-

dena respiratoria para sintetizar ADP • As y como todos los esteres orgáni-

cos de arsenato, el producto se hidraliza espontáneamente en el medio acuoso,

creándose un ciclo de síntesis é hidrólisis a nivel de la ATP sintetasa (fi-

gura 6). Debido a que en la arsenilación no está funcionando una de" las en-

zimas importantes (translocasa) todo el control de la vía radica principal-

mente en la ATP sintetasa (Ci = 0.74).

Por otro lado, Wanders y colaboradores (42) usando norvalina, un inhibi-

dor competitivo de la ornitina transcarbamilasa y la propiedad de la conecti
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figura 6. Mecanismo de Estimulación Respiratoria por Arsenato. El As-
penetra a la mitocondria a través del intercambiador pi/OH el
cual es sensible a mersalil. El As. reacciona entonces con el ADP
endógeno para formar ADP-arsenilado, mediante un proceso cataliza
do por la ATPasa y dependiente de enerqla. El ADP-As es inestable
en soluciones acuosas y se hidroliza rápidamente, produciéndose un
reciclaje de As. a nivel de ATPasa con gasto de energía. El ADP-
<\s también podría ser expulsado por la translocasa de adenin-nu-
cleótidos e hidrolizarse posteriormente en el medio extramitocon-
drial,
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vidad de la teoría de control, concluyeron que la síntesis mitocondrial de

citrulina es controlada exclusivamente por la carbamil-fosfato-sintetasa

(p. = 0.88-1.10), mientras que la ornitin transcarbamilasa, la anhidrasa

carbónica, la síntesis de ATP y el transporte de ornitina no contribuyen

significativamente a la regulación del flujo. Los elevados coeficientes de

control de flujo de la ATP sintetasa en el caso de la arsenilación (41) y

de la carbamil-fosfato sintetasa en la síntesis de citrulina (42), pueden

explicarse por los bajos coeficientes de elasticidad de las enzimas subse-

cuentes hacia sus sustratos (translocasa de adenin-nucleótidos y ornitina

transcarbamilasa, respectivamente).

Objeciones al Uso de inhibidores Específicos.

Se puede señalar 3 inconsistencias en la determinación de los coefi-

cientes de control de flujo usando la pendiente inicial de la curva de ti-

tulación.

1) No existe criterio analítico para decidir a partir de qué rango de

concentraciones de inhibidor se debe iniciar la titulación del flujo. Es

cierto que si la titulación empieza con concentraciones de inhibidor extre-

madamente bajas, la pendiente "inicial (dF/dl) siempre será igual a cero. Lo

contrario sucederá si la titulación empieza con concentraciones relativamen-

te altas. Un criterio semiempírico sería iniciar la titulación con una can-

tidad de inhibidor igual a 0.1 Ki, este criterio fue empleado en el anSlisis

de control de la fosforilación y arsenilación oxidativa (41).

2> Cuando se usan inhibidores irreversibles, se requiere identificar

cual es la concentración mínima necesaria de inhibidor para alcanzar la in-

hibición máxima (I___) de acuerdo con la ecuación XIX, ver, por ejemplo,

max

figura 5 B donde se usó un inhibidor irreversible. Como la zona de máxima

inhibición no es lineal existe cierta incertidumbre para determinar I = .
max

Además, no siempre pueden garantizarse las condiciones óptimas para la un'ión
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estequiómetrica del inhibidor a su enzima.

3) En el caso de inhibidores reversibles se requiere conocer las cons-

tantes de inhibición (Ki) y de Michaelis (Km), además de la concentración

real de sustrato (ecuaciones XX y XXI). Aquí se supone que dichas constan-

tes son de la misma magnitud cuándo se determinaron en la enzima aislada

que cuando se extrapolan a las condiciones particulares de la vía metabóli-

ca. sabemos que la asociación de un ligando depende muchas veces del pH,

temperatura y fuerza iónica y estos parámetros generalmente no son iguales

en las condiciones de la enzima aislada o en la vía. Además, debido a estos

mismos factores, las conformaciones de las enzimas pueden ser completamente

diferentes.

EPILOGO

Los criterios "clásicos" empleados eh el análisis del control metabóli-

co y discutidos en la primera parte de esté trabajo solo describen cualita-

tivamente a las enzimas que regulan el flujo de la vía, esto no significa

que dichos criterios utilicen premisas equivocadas, simplemente, no estable

cen un análisis riguroso de las variables del sistema (flujo y concentracio-

nes de metabolitos contra concentraciones de enzimas). La teoría de control

desarrollada originalmente por Kcser y Burns (23-25) y Heinrich y Rapoport

(26-29), establece un estricto tratamiento matemático que permite cuantífi-

car el grado de control que ejerce cada una de las enzimas de una vía meta-

bólica, considerando todas las variables del sistema. De esta manera, el

desarrollo conceptual de la teoría de control ha proporcionado la posibili-

dad de plantear preguntas cuantitativas sobre regulación metabólica y ob-

tener, respuestas cuantitativas y precisas. Esto seguramente estimulará en

los próximos años el estudio del control del metabolismo y conducirá a la

conclusión de que toda vía metabólica es una sociedad democrática donde to-
das las enzimas tienen derechos y obligaciones.
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La jnitocondria es uno de los organeXos mas ampliamente distribuidos

en la naturaleza, pues se localiza en animales, vegetales, hongos y protis-

tas. Este organelo se encarga de sintetizar el ATP, la molécula, que la cé-

lula utiliza como fuente de energía. Se ha calculado que hay de 1000 a 2000

mitocondrias por célula hepática y que el volumen que ocupan es del 30-40%

del total celular. La forma que adoptan es muy variada y puede ser esférica,

alargada 6 laminar. Están constituidas por dos membranas: una externa y

una interna que forma pliegues o crestas. Funcionalmente pueden observarse

dos tipos de mitocondrias: en estado condensado, la mitocondria sintetiza

ATP, las crestas están bien definidas y el volumen interno es muy reducido

(0.4-1.0 ul/mg prot. mit.); en estado ortodoxo, la mitocondria esta hincha-

da, no sintetiza ATP, las cretas desaparecen, es difícil distinguir la se-

paración entre las dos membranas y el volumen interno es relativamente gran-

de (2.0 yl/mg) (43-45).

La membrana externa es sumamente permeable a metabolitos y polímeros de

no mas de 8,000 daltones de peso molecular, lo cual parece estar relaciona-

do con una proteína formadora de canales llamada porina (46). Aunque es po-

sible que el límite de permeabilidad señalado sea más amplio puesto que el

citocromo c (PM 12 kda) es capaz de estimular la respiración mitocondrial.

Sin embargo, recientemente se reportó que la oxidación del citocromo c

exógeno era catalizada por una pequeña fracción (5-12%) de mitocondrias ro-

tas la cual siempre esta presente en todas las preparaciones mitocondriales

(46a). En la membrana externa también se encuentra la monoamino oxidasa, en-

zima en células nerviosas se encarga de metabolizar algunos neurotransmiso-

res, así como un citocromo b,.» cuya función es aun desconocida. En cuanto

a. Parte de esta sección de la tesis apareció publicada en las Memorias del
Curso de Actualización "Procesos Celulares" FacMed.Vet. y Zooct- UNAM 198<1
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a la composición lipídica esta membrana contiene cantidades apreciables de

colesterol y en contraste con la membrana interna no posee cardiolipina,

algo totalmente contario a lo que sucede en la membrana interna.

La membrana interna mitocondrial es mas compleja. Contiene una gran va-

riedad de actividades enzimáticas y de transporte, algunas de las cuales no

han sido todavía bien caracterizadas. La siguiente es una lista de los com-

plejos proteicos de la membrana interna que han sido purificados y relacio-

nados con alguna función (47,47a):

- NADH deshidrogenasa o Complejo I. Cataliza la transferencia de 2 electro-

nes de NADH hacia ubiquinona y tiene actividad de bomba de H . Tiene un pe-

so molecular de 850,000. Está constituido por al menos 16 polipépticios. El

NADH es oxidado en el lado de la matriz mitocondrial por un.componente que

tiene ligado FMN. Contiene entre 4 a 7 ferrosulfo-proteinas. Es inhibida

específicamente por rotenona y piericidina.

- Succinato deshidrogenasa o Complejo II. Cataliza la transferencia de dos

electrones desde succinato a ubiquinona; no tiene actividad de bomba de H .

Esta constituida por 4 polipéptidos, con un peso molecular de 97,000. La

subunidad mayor tiene unido covalentemente EAD; contiene dos ferrosulfopro-

teinas y mantiene unido un citocromo b, diferente a los del complejo III.

Se inhibe competitivamente por malonato y oxaloacetato.

- Complejo bc^ 6 Complejo n i . Cataliza la transferencia de dos electrones

desde la ubiquinona al citocromo c y expulsa H+ fuera de la mitocondria.

Está constituido por.8 subunidades, incluyendo 2 citocromos b y un citocro-

mo c1; tiene un peso molecular de 280,000 Es inhibido por Antimicina A.

- Citocromo oxidasa 6 Complejo IV. Cataliza la transferencia de 4 electro-

nes desde el citocromo c hasta el oxígeno y posee actividad de bomba de H .

Esta constituida por 2 citocromos: a y a,, los cuales son distinguibles por-

que aj reacciona con el oxígeno y con los inhibidores CO,CN~ y N~. Tiene un
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peso molecular de 200,000.

- ATPasa o Complejo V. Cataliza la formaci6n de ATP a partir de ADP y fos-

fato, utilizando la energía proveniente de un gradiente electroquímico de

H . Esta constituida por aprox. 19 subunidades. Tiene un peso molecular de

500,000. Es inhibida por oligomicina y aurovertina.

- Acarreador de ADP/ATP. Esta proteína cataliza el intercambio de un nucleó-

tido interno por otro externo y durante la fosforilación oxidativa funciona

introduciendo ADP y expulsando ATP. Está constituida por dos subunidades

idénticas con peso molecular de 30,000. Es inhibido por atractilósido, car-

boxiatractilósido, ac. agárico y ac. bonkrékico.

- Acarreador de Fosfato. Durante la fosforilación oxidativa funciona intro-

duciendo fosfato y sacando OH . Tiene un peso molecular de 30,000 y es in-

hibido por N-etilmaleimida y mersalil. También puede transportar arsenato.

- Nicqtinamida nucleótido transhidrogenasa. Cataliza la transferencia de

electrones de NADPH a NAD , generando un gradiente electroquímico de H .El

sitio catalítico está en el lado de la matriz.

- Acarreador de Calcio.. Se han realizado algunos intentos para aislar a la

proteína responsable del transporte de calcio, pero cada investigador extrae

una molécula diferente. A pesar de esto, con una de estas preparaciones se

lograron obtener anticuerpos. Se inhibe con rojo de rutenio y lantánidos.

Existen algunas otras proteínas bien estudiadas que se encuentran a uno

u otro lado de la membrana interna. Como ejemplo tenemos: la glicerol fosfa-

to deshidrogenasa, adeñilato cinasa, carnitina acil transferasa, betahidro-

xibutirato deshidrogenasa y acilCoA deshidrogenasa, entre otras. Además se

han observado actividades de transporte para una gran cantidad de metaboli-

tos sin que a la fecha se haya logrado aislar a los acarreadores específi-

cos.

Aparte de la bien conocida función de las mitocondrias de formar ATP,
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existe una multitud de procesos metabfilicos que se realizan parcialmente <5

en su totalidad en el interior de las mitocondrias entre las cuales se pue-

den citar las siguientes:

- Ciclo dé Krebs. Oxidación total de carbohidratos, lípidos y aminoácidos.

- Beta oxidación. Degradación de ácidos grasos.

- Metabolismo de aminoácidos. La mitocondria posee enzimas para la síntesis

y degradación de algunos aminoácidos, como son transaminasas y la glutamato

deshidrogenasa.

- Gluconeogénesis- En la matriz mitocondrial se localiza la piruvato carbo-

Jíilasa y en algunos organismos también la PEP carboxicinasa, enzimas regula-

doras de la vía.

- Ureogénesis. Se encuentran la carbamilfosfato sintetasa y la ornitina trans

carbamilasa, enzimas que inicial la vía.

- Síntesis de ácidos grasos. La-mitocondria se encarga de alargar la cadena

de los ácidos sintetizados en el citosol.

- Síntesis de Porfirinas. La mitocondria posee la coproporfirinógeno III

descarboxilasa y la protoporfirinógeno oxidasa en la matriz y la ferroquela-

tasa y la deltaaminolevulinato sintetasa en la membrana interna.

- Síntesis de hormonas esteroides. La primera reacción de esta vía es la

conversión de colesterol a pregnenolona, catalizada por la enzima mitocon-

drial desmolasa colesterol oxidasa.

MECANISMO DE SÍNTESIS DE ATP

Este proceso para su mejor análisis puede dividirse en tres problemas:

a) ¿ Como se acopla la energía de oxidación de los sustratos realizada

por la cadena respiratoria con la formación de ATP?

b)¿ Cómo acopla la ATPsintetasa o ATPasa el gradiente electroquímico

de H + con la formación de ATP?

c)¿Cuál es el mecanismo químico en el sitio catalítico de la enzima pa-
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ra la unión del fosfato al ADP?

Para responder a la primera pregunta, P. Mitchell en 1961 propuso la

llamada hipótesis quimiosmótica, la cual recibió fuerte apoyo experimental

en los subsecuentes 15 años. Esta hipótesis postula que del flujo de elec-

trones en las reacciones de oxidoreducción de la cadena respiratoria, se

obtiene suficiente energía libre para que ciertos componentes de la misma

cadena respiratoria expulsen H hacia el exterior de la mitocondria, gene-

rando un gradiente electroquímico llamado fuerza protomotriz. Este gradien-

te es aprovechado por la ATPsintetasa permitiendo flujo de H a través del

componente membranal ó F , que actúa como un canal de H y conduce los iones

hasta el sitio catalítico de la enzima en la F, , donde los H promueven la

uni6n química del fosfato al ADP (48,48a).

La hipótesis quimiosmótica esta basada, por tanto en 4 postulados:

+

a) una cadena de ñxido-reductores que transloca H

b) Una ATPsintetasa que transloca H

c) una membrana impermeable a iones

d) Sistemas de intercambio y difusión, para él transporté de iones,

acoplados a la translocación de protones.

Respecto al primer punto, se ha aislado el componente membranal de la

ATPasa (F ) de bacterias, cloroplastos y mitocondrias y se ha observado que

funciona como un transportador de H . También se ha demostrado que ciertos

componentes de la cadena respiratoria actúan como bombas de H . L a conduc-

tancia de la membrana interna a H es muy baja y por último existen siste-

mas de transporte para algunos iones (Ca , Na , K ) (revisado por Ernster

y Schatz, ref. 49).

La hipótesis quimiosrrática presupone que el verdadero intermediario ener

gético que acopla la actividad de la cadena respiratoria con la formación

de ATP es el gradiente electroquímico de protones, los cuales están desloca-
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lizados en ambos lados de la membrana debido a su alta velocidad de difu-

sión en agua. Es consecuencia, la actividad de la ATP sintetasa debe es-

tar determinada por las concentraciones de sustratos y productos y por la

amplitud de la fuerza protomotriz. Esto significa que el potencial de fos

forilación AG varía proporcionalmente con la fuerza protomotriz Au-, de

acuerde con la ecuación:

y la constante de proporcionalidad n es el numero de protones requeridos pa

ra la síntesis de ATP. El potencial de fosforilación se podría definir como

la cantidad de energía almacenada en forma de ATP de acuerdo con la ecuación

¿Gp= AG°p + Rt ln [ATP]
[ADP][Pi] Y AuH+

se define como la suma de los gradientes químico y eléctrico (fif) de proto-

nes a través de una membrana &va. = i* - RT ApH. La hipótesis quimiosmóti-H "T .
ca postula que la síntesis de ATP (AGp) tiene una dependencia lineal a la

magnitud de la fuerza protomotriz y que el número de H requeridos para la

síntesis de una molécula de ATP es 2 {48,48a).

Quimiosmosis localizada

Sin embargo, varias observaciones recientes han demostrado que la fuer

za protomotriz no guarda una relación lineal con la síntesis de ATP en mi-

tocondrias de animales {50) y vegetales) (51), en partículas submitocondria-

les (52), cloroplastos y bacterias (54) Estos estudios se han realizado

añadiendo inhibidores de la cadena de transporte de electrones o bien -

titulando con algún desacoplante y midiendo en cada caso la velocidad de

síntesis de ATP y la fuerza protomotriz. Con los inhibidores se ha obser-

vado que la fuerza protomotriz permanece constante mientras que la velo-

cidad de fosforilación disminuye progresivamente. Con los desacoplantes

(ó valinomicina + K ) disminuye la fuerza protomotriz mientras que la sínte

sis de ATP se mantiene constante. Aparentemente, la velocidad de formación
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ctp ATP se correlaciona mejor con el ndmero de cadenas oxidorreductoras ac-

tivas que con la fuerza protomotriz (50,54); por tanto estos datos se han

interpretado como un acoplamiento localizado entre cadenas oxido reducto-

ras individuales y ATP sintetasas (55) o bien como un cambio en las propie-

dades cinéticas del sistema fosforilante (56, 56a,56b).

Kstequiometría dé la Fosforilación Oxidativá.

Otra cuestión de la hipótesis quimiosmótica sumamente controvertida es

acerca de las estequiometrías de los H expulsados en cada sitio de conser-

vación de energía y consumidos en la formación de una molécula de ATP. De

acuerdo con los postulados del acoplamiento quimiosmótico, en el equilibrio

termodinámico habría una dependencia lineal del ¿G con la energía libre

disponible de la oxidación de sustrato (AGr o potencial redox):

- ¿G =/ ATP ) AGp (XXIII)
r \~ó~/

donde la constante de proporcionalidad sería el número de moléculas de ATP

formadas al oxidarse una molécula de sustrato. Esta ecuación es exactamen-

te igual a la ecuación XXII si se supone que AGr y AÍJU. son proporcionales.
H"t"

Debido a que en mitocondrias y partículas submitocondriales continúan

la respiración aún después de que ha finalizado la síntesis de ATP (estado

4), Lemasters y colaboradores (57-58) han planteado la necesidad de analizar-

las relaciones entre fuerzas (AGp,AG ) y flujos (vel. de síntesis de ATP y

de respiración)en términos de la termodinámica de procesos irreversibles.

Este enfoque describe las velocidades de respiración (Jr) y fosforila-

ción (Jp) mediante ecuaciones lineales simples:

Jr= (Lr AGr - Lrp AGp) (XXIV)

Jp = (Lpr AGr + Lp AGp) (XXV)

donde Lr y Lp son coeficientes directos y Lrp y Lpr son coeficientes cruza-

dos e iguales. Esta condición de reciprocidad fue planteada originalmente
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(59) para reacciones cercanas al equilibrio. Por tanto, parecería que la

linearidad entre flujos y fuerzas y la reciprocidad planteada en las ecua-

ciones XXIV y XXV sería difícil de aplicar en la fosforilación oxidativa

mitocondrial la cual es una reacción bastante alejada del equilibrio ter-
f

modinamico. Sin embargo, recientemente se demostró que ambas condiciones

se cumplían en la fosforilación oxidativa en mitocondrias (60) y partícu-

las submitocondriales (57). El significado bioquímico-de los coeficientes

(L) es descrito por dos parámetros adimensionales, el grado de acoplamien-

to (q) y la estequiometría fenomenol6gica (Z>:

q = Lrp ; Z = J~Lp/Lr'

^Lr Lp'

El grado de acoplamiento toma valores entre 0 y 1. Cuando q=l, las dos

reacciones (respiración y fosforilación) están perfectamente acopladas. La

estequiometría fenómenológica Z representa la estequiometría ideal o meca-

nística n dentro de límites definidos por el grado de acoplamiento:

q Z £ n s Z
q

De esta manera Z es idéntico a n conforme q se aproxima a 1.0.

Para la determinación de Z y q podrían considerarse dos estados esta-

cionarios: flujo basal (level flow) y flujo estático (static head). El flu-

jo basal es la condición en la cual no hay presión negativa de la reacción

de salida (fosforilación) y entonces AGp=0. Sustituyendo los valores de q

y Z en las ecuaciones XXIV y XXV tenemos que:

^ = q.Z (XXVI)

donde Jp/Jr sería la relación ATP/O medida empíricamente (61). Desafortu-

nadamente, esta condición de flujo basal no es posible obtenerla en el ca-

so de la fosforilación oxidativa pues la energía libre de la síntesis de

ATP es muy grande. Es prácticamente imposible fijar concentraciones de ATP,

ADP y Pi que establezcan un AGp=0.
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El flujo estático corresponde al clásico estado 4 de respiración mi-

tocondrial en el cual ¿Gp es tan grande que la reacción de salida (fosfo-

rilación) no puede proceder, aunque la reacción de entrada (respiración)

sigue funcionando y Jp = 0. Sustituyendo los valores de q y Z en la ecua-

ción XXV se tiene.

_ *Gr = Z (XXVII)
¿Gp q

Para determinar 2 de la ecuación XXVII es necesario calcular antes q.

Rottenberg (61) propuso que q puede estimarse con la siguiente expresión:

q = 1 - Jr(Jp = 0) (XXVIII)
* Jr (AGp=0)

donde Jr(Jp=0) es la velocidad de respiración cuando la síntesis neta de

ATP es cero (en estado 4 o flujo estático) y Jr(AGp=0) es la respiración

cuando AGp es cero. Jr{Jp=0) puede medirse directamente pero Jr(AGp=0)

debe extrapolarse del intercepto en el eje de las ordenadas de la gráfica

AGp vs Jr (cuando AGp=0).Lemasters y colaboradores calcularon en partícu-

las submitocondriales (57.) que el grado de acoplamiento variaba entre 0.77

a 0.81 y tendía a disminuir con la concentración de Pi, mientras que Z

con NRDH como sustrato variaba entre 3.8 a 4.1 y tendía a aumentar con la

concentración de Pi. En mitocondrias el valor de q fue de 0.980 y Z fue de

1.99 para succinato, 2.99 para glutamato + malato, 3.16 para 8-hidroxibuti-

rato y de 4.07 para oxoglutarato (58). En el caso de oxoglutarato está in-

volucrada una fosforilación a nivel de sustrato y para p-hidroxibutirato

el valor de Z es mayor porque el transporte de este sustrato no requiere

de energía como en el caso del transporte de glutamato. Lemasters y Bilica

(57 ) propusieron otro procedimiento menos laborioso para determinar el gra

do de acoplamiento:
q = |l ~ Jr(Jp=0) '

J Jr (Desacoplada)

Los valores obtenidos con esta ecuación iban de 0.780 a 0.826 y tendían
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a disminuir con la concentración de Pi.

Esté mismo grupo (57,58) determina los valores de AGr para los distin-

tos sitios de concervación de energía y de ¿Gp, y usando la ecuación XXVII

propusieron un medelo de 13 H para el acoplamiento quimiosmótico, donde

las estequiometrías de H son 3 para la ATP sintetasa, 1 para los transpor

tes de Pi y ADP y 5,4 y 4 para los sitios 1, 2 y 3 respectivamente. La

tínica diferencia con el modelo de 12 H (62) es la estequiometría en el si-

tio 1 por lo cual sería prematuro descartar este modelo.

.Mecanismo Cinético y Químico de la Síntesis de ATP

Respecto a la segunda pregunta que nos hacíamos inicialmente, existe

también mucha discusión acerca de como interaccíonan la F. con la F . De

acuerdo con Mitchell, los H son conducidos por la F. hasta el sitio cata-

lítico en la F, . Boyer (63) propuso un mecanismo indirecto, en donde la

conducción de H a través de la F. produce un cambio conformacional en la

F., lo cual facilita la uni6n de ADP y fosfato a una subunidad y libera

ATP de otra subunidad; la formación de ATP se realizarla a expensas de la

energía almacenada en la conformación "energizada" de la mitocondria. En

-ste sentido se ha demostrado que la formación del enlace fosfato-fosfato

en un ambiente no-acuoso es espontánea, a diferencia del ambiente acuoso

donde el proceso es endergónico (64). En la ATPasa de retículo sarcoplSs-

mico, de Meis (65) observó la síntesis espontánea del intermediario de al-

ta energía (acil-fosfato) cuando la enzima se incubaba en un medio hidro-

fóbico con solventes orgánicos. En la ATPasa mitocondrial ya se ha obser-

vado también la formación espontánea de ATP utilizando solventes orgánicos

(66). Por tanto, la hipótesis para el acomplamiento del gradiente de H+

con la síntesis de ATP a nivel de la enzima, sería la de que el flujo de

H a través de la F. induce un cambio conformacional que capacita a la en-
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zima para reducir el grado de hidratación de los sustratos ADP y fosfato,

sproduciendo un ambiente de baja polaridad en el sitio catalítico que fa-

cilitaría la unión espontánea de los dos sustratos para formar sí ATP.

Actualmente dicha hipótesis esta siendo sometida a experimentación.

El mecanismo químico de unión del fosfato al ADP afin no se ha diluci-

dado, pero se sabe por estudio de inactivación que para la catálisis son

indispensables residuos de Usina, tirosina, aspSrtico y arginina. Se ha

propuesto que el grupo carboxílico del aspartico podría unir un ion de mag_

nesio, el cual a su vez estaría orientando al fosfato durante la reacción;

el grupo guanidino de la arginina uniría por atracción electrostática a

los grupos fosfato del ADP, quedando los grupos amino y fenolato de la li-

sina y la tirosina como responsables directos de la catálisis (67).

REGULACIÓN DE LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA MITOCONDRIAL*

En los mamíferos, el ATP proveniente de la glicólisis y de la fosfori-

lación qxidativa es la fuente de energía utilizada para realizar las di-

versas funciones celulares. En particular, las actividades del cerebro y

el corazón dependen prácticamente en un 100% del ATP suministrado por "la

mitocondria. Entender cómo se regula la síntesis de ATP en las mitocon-

drias es uno de los problemas centrales de la bioenergética que en la ac-

tualidad se estudia intensamente.

La fosforilación oxidativa mitocondrial es la síntesis de ATP acopla-

da a la actividad de la cadena respiratoria. De acuerdo con la teoría qui-

miosmótica, la oxidación del NADH y FADH_ (formados en el ciclo de Krebs

y la B-oxidación) a través de la cadena de transportadores de electrones

genera un gradiente electroquímico de H , el cual es aprovechado por la

ATP sintetasa ( F F.-ATPasa)para catalizar la formación de ATP a partir

a. Parte de esta Sección de la tesis aparecerá publicada en: Boletín de
Educación Bioquímica. Ed. Dept. Bioquímica, Fac. Medicina, UNAM, 1985.
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existe una multitud de procesos metabfilicos que se realizan parcialmente <5

en su totalidad en el interior de las mitocondrias entre las cuales se pue-

den citar las siguientes:

- Ciclo dé Krebs. Oxidación total de carbohidratos, lípidos y aminoácidos.

- Beta oxidación. Degradación de ácidos grasos.

- Metabolismo de aminoácidos. La mitocondria posee enzimas para la síntesis

y degradación de algunos aminoácidos, como son transaminasas y la glutamato

deshidrogenasa.

- Gluconeogénesis- En la matriz mitocondrial se localiza la piruvato carbo-

Jíilasa y en algunos organismos también la PEP carboxicinasa, enzimas regula-

doras de la vía.

- Ureogénesis. Se encuentran la carbamilfosfato sintetasa y la ornitina trans

carbamilasa, enzimas que inicial la vía.

- Síntesis de ácidos grasos. La-mitocondria se encarga de alargar la cadena

de los ácidos sintetizados en el citosol.

- Síntesis de Porfirinas. La mitocondria posee la coproporfirinógeno III

descarboxilasa y la protoporfirinógeno oxidasa en la matriz y la ferroquela-

tasa y la deltaaminolevulinato sintetasa en la membrana interna.

- Síntesis de hormonas esteroides. La primera reacción de esta vía es la

conversión de colesterol a pregnenolona, catalizada por la enzima mitocon-

drial desmolasa colesterol oxidasa.

MECANISMO DE SÍNTESIS DE ATP

Este proceso para su mejor análisis puede dividirse en tres problemas:

a) ¿ Como se acopla la energía de oxidación de los sustratos realizada

por la cadena respiratoria con la formación de ATP?

b)¿ Cómo acopla la ATPsintetasa o ATPasa el gradiente electroquímico

de H + con la formación de ATP?

c)¿Cuál es el mecanismo químico en el sitio catalítico de la enzima pa-
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ra la unión del fosfato al ADP?

Para responder a la primera pregunta, P. Mitchell en 1961 propuso la

llamada hipótesis quimiosmótica, la cual recibió fuerte apoyo experimental

en los subsecuentes 15 años. Esta hipótesis postula que del flujo de elec-

trones en las reacciones de oxidoreducción de la cadena respiratoria, se

obtiene suficiente energía libre para que ciertos componentes de la misma

cadena respiratoria expulsen H hacia el exterior de la mitocondria, gene-

rando un gradiente electroquímico llamado fuerza protomotriz. Este gradien-

te es aprovechado por la ATPsintetasa permitiendo flujo de H a través del

componente membranal ó F , que actúa como un canal de H y conduce los iones

hasta el sitio catalítico de la enzima en la F, , donde los H promueven la

uni6n química del fosfato al ADP (48,48a).

La hipótesis quimiosmótica esta basada, por tanto en 4 postulados:

+

a) una cadena de ñxido-reductores que transloca H

b) Una ATPsintetasa que transloca H

c) una membrana impermeable a iones

d) Sistemas de intercambio y difusión, para él transporté de iones,

acoplados a la translocación de protones.

Respecto al primer punto, se ha aislado el componente membranal de la

ATPasa (F ) de bacterias, cloroplastos y mitocondrias y se ha observado que

funciona como un transportador de H . También se ha demostrado que ciertos

componentes de la cadena respiratoria actúan como bombas de H . L a conduc-

tancia de la membrana interna a H es muy baja y por último existen siste-

mas de transporte para algunos iones (Ca , Na , K ) (revisado por Ernster

y Schatz, ref. 49).

La hipótesis quimiosrrática presupone que el verdadero intermediario ener

gético que acopla la actividad de la cadena respiratoria con la formación

de ATP es el gradiente electroquímico de protones, los cuales están desloca-
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lizados en ambos lados de la membrana debido a su alta velocidad de difu-

sión en agua. Es consecuencia, la actividad de la ATP sintetasa debe es-

tar determinada por las concentraciones de sustratos y productos y por la

amplitud de la fuerza protomotriz. Esto significa que el potencial de fos

forilación AG varía proporcionalmente con la fuerza protomotriz Au-, de

acuerde con la ecuación:

y la constante de proporcionalidad n es el numero de protones requeridos pa

ra la síntesis de ATP. El potencial de fosforilación se podría definir como

la cantidad de energía almacenada en forma de ATP de acuerdo con la ecuación

¿Gp= AG°p + Rt ln [ATP]
[ADP][Pi] Y AuH+

se define como la suma de los gradientes químico y eléctrico (fif) de proto-

nes a través de una membrana &va. = i* - RT ApH. La hipótesis quimiosmóti-H "T .
ca postula que la síntesis de ATP (AGp) tiene una dependencia lineal a la

magnitud de la fuerza protomotriz y que el número de H requeridos para la

síntesis de una molécula de ATP es 2 {48,48a).

Quimiosmosis localizada

Sin embargo, varias observaciones recientes han demostrado que la fuer

za protomotriz no guarda una relación lineal con la síntesis de ATP en mi-

tocondrias de animales {50) y vegetales) (51), en partículas submitocondria-

les (52), cloroplastos y bacterias (54) Estos estudios se han realizado

añadiendo inhibidores de la cadena de transporte de electrones o bien -

titulando con algún desacoplante y midiendo en cada caso la velocidad de

síntesis de ATP y la fuerza protomotriz. Con los inhibidores se ha obser-

vado que la fuerza protomotriz permanece constante mientras que la velo-

cidad de fosforilación disminuye progresivamente. Con los desacoplantes

(ó valinomicina + K ) disminuye la fuerza protomotriz mientras que la sínte

sis de ATP se mantiene constante. Aparentemente, la velocidad de formación
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ctp ATP se correlaciona mejor con el ndmero de cadenas oxidorreductoras ac-

tivas que con la fuerza protomotriz (50,54); por tanto estos datos se han

interpretado como un acoplamiento localizado entre cadenas oxido reducto-

ras individuales y ATP sintetasas (55) o bien como un cambio en las propie-

dades cinéticas del sistema fosforilante (56, 56a,56b).

Kstequiometría dé la Fosforilación Oxidativá.

Otra cuestión de la hipótesis quimiosmótica sumamente controvertida es

acerca de las estequiometrías de los H expulsados en cada sitio de conser-

vación de energía y consumidos en la formación de una molécula de ATP. De

acuerdo con los postulados del acoplamiento quimiosmótico, en el equilibrio

termodinámico habría una dependencia lineal del ¿G con la energía libre

disponible de la oxidación de sustrato (AGr o potencial redox):

- ¿G =/ ATP ) AGp (XXIII)
r \~ó~/

donde la constante de proporcionalidad sería el número de moléculas de ATP

formadas al oxidarse una molécula de sustrato. Esta ecuación es exactamen-

te igual a la ecuación XXII si se supone que AGr y AÍJU. son proporcionales.
H"t"

Debido a que en mitocondrias y partículas submitocondriales continúan

la respiración aún después de que ha finalizado la síntesis de ATP (estado

4), Lemasters y colaboradores (57-58) han planteado la necesidad de analizar-

las relaciones entre fuerzas (AGp,AG ) y flujos (vel. de síntesis de ATP y

de respiración)en términos de la termodinámica de procesos irreversibles.

Este enfoque describe las velocidades de respiración (Jr) y fosforila-

ción (Jp) mediante ecuaciones lineales simples:

Jr= (Lr AGr - Lrp AGp) (XXIV)

Jp = (Lpr AGr + Lp AGp) (XXV)

donde Lr y Lp son coeficientes directos y Lrp y Lpr son coeficientes cruza-

dos e iguales. Esta condición de reciprocidad fue planteada originalmente
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(59) para reacciones cercanas al equilibrio. Por tanto, parecería que la

linearidad entre flujos y fuerzas y la reciprocidad planteada en las ecua-

ciones XXIV y XXV sería difícil de aplicar en la fosforilación oxidativa

mitocondrial la cual es una reacción bastante alejada del equilibrio ter-
f

modinamico. Sin embargo, recientemente se demostró que ambas condiciones

se cumplían en la fosforilación oxidativa en mitocondrias (60) y partícu-

las submitocondriales (57). El significado bioquímico-de los coeficientes

(L) es descrito por dos parámetros adimensionales, el grado de acoplamien-

to (q) y la estequiometría fenomenol6gica (Z>:

q = Lrp ; Z = J~Lp/Lr'

^Lr Lp'

El grado de acoplamiento toma valores entre 0 y 1. Cuando q=l, las dos

reacciones (respiración y fosforilación) están perfectamente acopladas. La

estequiometría fenómenológica Z representa la estequiometría ideal o meca-

nística n dentro de límites definidos por el grado de acoplamiento:

q Z £ n s Z
q

De esta manera Z es idéntico a n conforme q se aproxima a 1.0.

Para la determinación de Z y q podrían considerarse dos estados esta-

cionarios: flujo basal (level flow) y flujo estático (static head). El flu-

jo basal es la condición en la cual no hay presión negativa de la reacción

de salida (fosforilación) y entonces AGp=0. Sustituyendo los valores de q

y Z en las ecuaciones XXIV y XXV tenemos que:

^ = q.Z (XXVI)

donde Jp/Jr sería la relación ATP/O medida empíricamente (61). Desafortu-

nadamente, esta condición de flujo basal no es posible obtenerla en el ca-

so de la fosforilación oxidativa pues la energía libre de la síntesis de

ATP es muy grande. Es prácticamente imposible fijar concentraciones de ATP,

ADP y Pi que establezcan un AGp=0.
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El flujo estático corresponde al clásico estado 4 de respiración mi-

tocondrial en el cual ¿Gp es tan grande que la reacción de salida (fosfo-

rilación) no puede proceder, aunque la reacción de entrada (respiración)

sigue funcionando y Jp = 0. Sustituyendo los valores de q y Z en la ecua-

ción XXV se tiene.

_ *Gr = Z (XXVII)
¿Gp q

Para determinar 2 de la ecuación XXVII es necesario calcular antes q.

Rottenberg (61) propuso que q puede estimarse con la siguiente expresión:

q = 1 - Jr(Jp = 0) (XXVIII)
* Jr (AGp=0)

donde Jr(Jp=0) es la velocidad de respiración cuando la síntesis neta de

ATP es cero (en estado 4 o flujo estático) y Jr(AGp=0) es la respiración

cuando AGp es cero. Jr{Jp=0) puede medirse directamente pero Jr(AGp=0)

debe extrapolarse del intercepto en el eje de las ordenadas de la gráfica

AGp vs Jr (cuando AGp=0).Lemasters y colaboradores calcularon en partícu-

las submitocondriales (57.) que el grado de acoplamiento variaba entre 0.77

a 0.81 y tendía a disminuir con la concentración de Pi, mientras que Z

con NRDH como sustrato variaba entre 3.8 a 4.1 y tendía a aumentar con la

concentración de Pi. En mitocondrias el valor de q fue de 0.980 y Z fue de

1.99 para succinato, 2.99 para glutamato + malato, 3.16 para 8-hidroxibuti-

rato y de 4.07 para oxoglutarato (58). En el caso de oxoglutarato está in-

volucrada una fosforilación a nivel de sustrato y para p-hidroxibutirato

el valor de Z es mayor porque el transporte de este sustrato no requiere

de energía como en el caso del transporte de glutamato. Lemasters y Bilica

(57 ) propusieron otro procedimiento menos laborioso para determinar el gra

do de acoplamiento:
q = |l ~ Jr(Jp=0) '

J Jr (Desacoplada)

Los valores obtenidos con esta ecuación iban de 0.780 a 0.826 y tendían
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a disminuir con la concentración de Pi.

Esté mismo grupo (57,58) determina los valores de AGr para los distin-

tos sitios de concervación de energía y de ¿Gp, y usando la ecuación XXVII

propusieron un medelo de 13 H para el acoplamiento quimiosmótico, donde

las estequiometrías de H son 3 para la ATP sintetasa, 1 para los transpor

tes de Pi y ADP y 5,4 y 4 para los sitios 1, 2 y 3 respectivamente. La

tínica diferencia con el modelo de 12 H (62) es la estequiometría en el si-

tio 1 por lo cual sería prematuro descartar este modelo.

.Mecanismo Cinético y Químico de la Síntesis de ATP

Respecto a la segunda pregunta que nos hacíamos inicialmente, existe

también mucha discusión acerca de como interaccíonan la F. con la F . De

acuerdo con Mitchell, los H son conducidos por la F. hasta el sitio cata-

lítico en la F, . Boyer (63) propuso un mecanismo indirecto, en donde la

conducción de H a través de la F. produce un cambio conformacional en la

F., lo cual facilita la uni6n de ADP y fosfato a una subunidad y libera

ATP de otra subunidad; la formación de ATP se realizarla a expensas de la

energía almacenada en la conformación "energizada" de la mitocondria. En

-ste sentido se ha demostrado que la formación del enlace fosfato-fosfato

en un ambiente no-acuoso es espontánea, a diferencia del ambiente acuoso

donde el proceso es endergónico (64). En la ATPasa de retículo sarcoplSs-

mico, de Meis (65) observó la síntesis espontánea del intermediario de al-

ta energía (acil-fosfato) cuando la enzima se incubaba en un medio hidro-

fóbico con solventes orgánicos. En la ATPasa mitocondrial ya se ha obser-

vado también la formación espontánea de ATP utilizando solventes orgánicos

(66). Por tanto, la hipótesis para el acomplamiento del gradiente de H+

con la síntesis de ATP a nivel de la enzima, sería la de que el flujo de

H a través de la F. induce un cambio conformacional que capacita a la en-
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zima para reducir el grado de hidratación de los sustratos ADP y fosfato,

sproduciendo un ambiente de baja polaridad en el sitio catalítico que fa-

cilitaría la unión espontánea de los dos sustratos para formar sí ATP.

Actualmente dicha hipótesis esta siendo sometida a experimentación.

El mecanismo químico de unión del fosfato al ADP afin no se ha diluci-

dado, pero se sabe por estudio de inactivación que para la catálisis son

indispensables residuos de Usina, tirosina, aspSrtico y arginina. Se ha

propuesto que el grupo carboxílico del aspartico podría unir un ion de mag_

nesio, el cual a su vez estaría orientando al fosfato durante la reacción;

el grupo guanidino de la arginina uniría por atracción electrostática a

los grupos fosfato del ADP, quedando los grupos amino y fenolato de la li-

sina y la tirosina como responsables directos de la catálisis (67).

REGULACIÓN DE LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA MITOCONDRIAL*

En los mamíferos, el ATP proveniente de la glicólisis y de la fosfori-

lación qxidativa es la fuente de energía utilizada para realizar las di-

versas funciones celulares. En particular, las actividades del cerebro y

el corazón dependen prácticamente en un 100% del ATP suministrado por "la

mitocondria. Entender cómo se regula la síntesis de ATP en las mitocon-

drias es uno de los problemas centrales de la bioenergética que en la ac-

tualidad se estudia intensamente.

La fosforilación oxidativa mitocondrial es la síntesis de ATP acopla-

da a la actividad de la cadena respiratoria. De acuerdo con la teoría qui-

miosmótica, la oxidación del NADH y FADH_ (formados en el ciclo de Krebs

y la B-oxidación) a través de la cadena de transportadores de electrones

genera un gradiente electroquímico de H , el cual es aprovechado por la

ATP sintetasa ( F F.-ATPasa)para catalizar la formación de ATP a partir

a. Parte de esta Sección de la tesis aparecerá publicada en: Boletín de
Educación Bioquímica. Ed. Dept. Bioquímica, Fac. Medicina, UNAM, 1985.
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de'ADP y Pi intramitocondriales (Fig. 7).

En el análisis del control de la síntesis mitocondrial de ATP deben

considerarse dos aspectos: (a) el termodinámico, que se refiere al suminis-

tro de energía proveniente de la cadena respiratoria y (b) el cinético, que

indica la rapidez con que se realiza el proceso. Si el gradiente electro-

químico de H se mantuviera siempre constante y de una magnitud suficiente

mente grande para mantener la síntesis de ATP, podría esperarse que la re-

gulación de la fosforilación fuera estrictamente cinética. Sin embargo, si

la velocidad y la magnitud con que se genera el gradiente y su magnitud no

fueran elevadas, cabría suponer una contribución importante de los factores

termodinSmicos en el control de la síntesis de ATP.

Existen en este momento 3 hipótesis que tratan de explicar la forma co-

mo se regula la fosforilación oxidativa. La hipótesis del quasi-equilibrio

o de la citocromo oxidasa que considera el aspecto termodinámico (íl,68)5

la hipótesis de la etapa limitante atribuida a la translocasa de ATP/ADP

que analiza el aspecto cinético (10,11,69,70) y la hipótesis del control

mültiple que involucra ambos aspectos (40,71).

Hipótesis del Quasi-Equilibrio

Esta hipótesis propone que los 2 primeros sitios de conservación de

energía de la cadena respiratoria (NADH deshidrogenasa y complejo b-c.) se

encuentran en equilibrio termodinámico con el potencial extramitocondrial

de fosforilación A G A T P e x 3e acuerdo con la siguiente reacción:

NADH + 2c3+ + 2 ADPav + 2 P. ^ '.NAD*. + 2c2+ + 2 ATP (XXX)

¿G = 0.0

donde in y ex significan los compartimentos intra- y extramitocondrial res_

pectivamente. El ¿GATp se puede definir como la energía almacenada en for-

ma de ATP de acuerdo con la fórmula ¿G,™, = AG° + RT In {ATP] y el
' "ÍADPl [Pi]



ATP4~ÁDP3~ OH Ca'

Fig. "%. FOSFORILACIÓN OXIDATIVA Y TRANSPORTE DE Ca2 + EN MITOCONDRIAS.

El succinato entra a la mitocondria por intercambio electroneutro

con Pi a través del. acarreador de dicarboxilatos. La succinato des-

hidrogenasa convierte al succinato en fumarato y dona los electro-

nes a la cadena respiratoria. La cadena respiratoria genera un gra-

diente electroquímico de H interior negativo, utilizando la ener-

gía libre de las reacciones-de oxido-reducciGn. Este gradiente es

empleado por la ATP sintetasa para formar ATP a partir de ADP y Pi.

El Pi ingresa a la mitocondria por medio del acarreador de fosfatos

que realiza un intercambio electroneutro con OH". El ADP3-.se inter-

cambia electrogénicamente con ATPU~ interno a través del transloca-

dor de adenín-nucleótidos. El Ca2+ entra por medio de un acarreador

electroforetico sensible a roio de runtenio y sale en intercambio con

H+ en mitocondrias de hígado o con Na+ en mitocondrias de corazón.
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¿G , 1 + 2 es la energía liberada en las reacciones de oxido-reducciónredox ^

de NADH a citocromo c.

Una consecuencia de esta hipótesis sería que la translocasa de ATP/ADP
y la ñTP
sintetasa estarían trabajando en una situación cercana al equilibrio, lo

cual hace suponer que estas enzimas están en exceso y no podrían regular

el proceso de síntesis de ATP. Por lo tanto, la fosforilación oxidativa

sólo puede ser controlada por la actividad de la citocromo oxidasa, que es

la única enzima del proceso que no estaría en el equilibrio, la cual al ge

nerar un potencial transmembranal desvía el equilibrio dé la reacción XXX

hacia la formación de ATP (11) .

El apoyo experimental a esta hipótesis procede principalmente del gru-

po de wilson (11,68). Estos investigadores han empleado 3 diferentes proto

colos para demostrar que el AG , 1+2 es igual al üG,mT, . ̂  , .

v ^ redox ^ ATPex en mitocondrxas

aisladas: (a) midiendo el segmento de la cadena respiratoria NADH—scifc c

utilizando ferricianuro como aceptor final de electrones e inhibiendo la

citocromo oxidasa con cianuro; (b) midiendo polarograficamente la activi-

dad de toda la cadena respiratoria en el sentido NADH *0_ y (c) usando

la reversa de electrones desde citocromo c a NADH mediante la hidrólisis

de ATP. En todos estos casos se determina la concentración de los componen

tes de la reacción XXX cuando cesa la fosforilación y se ha alcanzado el
equilibrio termodinámico y entonces se calculan los valores de ¿G
^ redox

1 + 2 y A G A T P e x
 D e acuerdo con la hipótesis del quasi-equilibrio los va-

lores obtenidos fueron casi idénticos y oscilaron entre 25 a 30 kcal mol"

(11,68). En esta hipótesis también se postula que la velocidad de respira-

ción depende de la relación {ATPI

[ADP][Pij y no de la relación ATP/ADP (11,68).

Esto último ha sido observado reiteradamente por varios investigadores, pe

ro igualmente se ha observado que la respiración depende de la relación
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ATP/ADP a diferentes concentraciones de Pi (Fig. 7). Al parecer la supo-

sición de que la respiración depende del A G A T P e x
 e s incorrecta, pues no

siempre existe una correlación entre parámetros cinéticos y termodinámi-

cos. Otras objeciones a esta hipótesis provienen de la determinación di-

recta de la reacción de translocación de adenin-nucleótidos (ver Fig. 7),

la cual se encuentra aproximadamente 2.08 kcal mol fuera del equilibrio

(10) .

Por otro lado, en el concepto de la hipótesis del quasi-equilibrio exis

te la suposición crucial de que hay una estequiometría de 2.0 moléculas de

ATPs sintetizados por la transferencia de 2 electrones desde el NADH hasta

el citocromo c (ver ecuación XXX) pues dicho valor tiene que ser considera

do en los cálculos del ¿G. A pesar de que varios grupos han determinado una

estequiometría de 2, recientemente Lamasters y Col. (57) aplicando la teo-

ría de la termodinámica de procesos irreversibles (ver segunda sección de

la tesis), observaron estequiometrías de menos de 2.0 y. además determina-

ron que el AG r e d Q x 1 + 2 y el ¿ G A T P G X s e e n c o n t r a b a n alejados del equili-

brio. A la luz de estos datos la citocromo oxidasa parecería no ser la táni-

ca enzima responsable de la regulación de la fosforilación oxidativa, ya

que no sería la tínica enzima trabajando fuera del equilibrio termodinamico.

Hipótesis de la Etapa Limitante

Esta hipótesis supone que en una vía metabólica la enzima que tiene la

Vmax mas baja es la que determina el flujo total.

En el caso de la fosforilación oxidativa, el translocador de ATP/ADP

parece ser la enzima que tiene la mas baja capacidad catalítica (aprox.

300 nmol min mg a 30°C en mitocondrias de hígado). Sin embargo, la ATP

sintetasa, el acarreador de fosfato y el acarreador de dicarboxilatos tie-

ne una Vmax que no es muy diferente, oscilando entre los 300-400 nmol min
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mg . Durante la fosforilación oxidativa se requiere que el translocador

introduzca ADP externo y expulse ATP interno (ver Fig. 7), pero el ATP

que se acumula en el exterior puede competir con el ADP por los sitios de

translocación, por lo cual esta hipótesis postula que la velocidad es depen

diente de la relación extramitocondrial de ATP/ADP, sin importar la concen-

tración de Pi (11,69,70).

Esta predicción ha sido corroborada por varios grupos (ver Fig. Q); sin

embargo existe controversia sobre si la velocidad de fosforilación depende

sólo de la relación externa de ATP/ADP o también de la intramitocondrial

(69)• En cualquiera de los casos el translocador de adenin-nucleótidos se-

ría la etapa limitante de la velocidad pues este transportador requiere de

sustratos internos y externos, para su funcionamiento.

Otras evidencias que favorecen esta hipótesis provienen de experimentos

con inhibidores específicos del translocador de ATP/ADP: el atractil<5sido

y el carboxiatractilósido. Estos inhibidores actúan del lado citosólico de

manera competitiva y no competitiva, respectivamente. En estos experimentos

se supone que si el inhibidor disminuye la actividad del translocador y pa-

ralelamente también reduce la velocidad de síntesis de ATP, entonces el

proceso de fosforilación oxidativa depende exclusivamente del funcionamien-

to del acarreador de ATP/ADP. Esta predicción se cumple si se utiliza atrae

tilósido pero no con carboxiatractilósido (ver Pig. 9). Además, la misma

curva hiperbólica se observa cuando se emplean inhibidores de otras enzimas

de la fosforilación y.q. con cianuro, inhibidor no competitivo de la cito-

cromo oxidasa; con n-butilmalonato, inhibidor competitivo del acarreador de

dicarboxilatos. Por tanto, el translocador de ATP/ADP parecería no ser la

tínica etapa limitante de la velocidad de síntesis de ATP, al menos conside-

rando los criterios hasta ahora empleados de la relación ATP/ADP y la titu-

lación con inhibidores. Pra una discusión más amplia acerca del significado
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de la forma de la curva de inhibición y de las reacciones alejadas del equi

librio, ver la primera sección de la tesis.

Hipótesis del Control Múltiple

Recientemente, Groen et ajL (40) y Wanders ejt al (71) desarrollaron una

teoría de control metabólico la cual permite cuantificar la cantidad de

control ejercido por una enzima sobre el flujo en estado estacionario sin

necesidad de alterar las condiciones experimentales (ver la primera sección

de la tesis).

De esta manera, este grupo de investigadores propuse (40) que la fos-

forilación oxidativa era controlada por varias enzimas. Entre las mas im-

portantes se encontraban el translocador de ATP/ADP (Ci = 0.30), el aca-

rreador de dicarboxilatos (Ci = 0.33) y la citocromo oxidasa (Ci = 0.17).

Además la contribución del translocador de adenin-nucleótido al control de

la fosforilación también depende del sistema de regeneración de ADP utili-

zado: con el sistema de glucosa + hexocinasa, el grado de control del tran^

locador oscila de 0.07 a 0.31 y con creatina + creatina cinasa de 0.40

a 0.66 (71). Estas variaciones parecen depender de la sensibilidad!coefi-

ciente de elasticidad) del sistema regenerante a los cambios inducidos por

el inhibidor del translocador en el sustrato comün (relación extramitocon-

drial de ATP/ADP). Esto significa que el grado de control ejercido por una

enzima determinada puede variar dependiendo de la velocidad de flujo que

mantenga una vía metabólica, de tal manera que la suma de todas las etapas

involucradas sea siempre igual a la unidad. Para el caso de la fosforila-

ción oxidativa, el nivel de estado estacionario sera establecido por la

vía consumidora de energía, sea en el citosol o en la matriz mitocondrial.

Por tanto, este nuevo concepto en regulación metabólica parece sinte-

tizar todas las observaciones sobre la dependencia de la velocidad de
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fosforilación oxidativa resDecto a las relaciones ATP/ADP y [ATP] y el
[ADP][Pi]

efecto de los distintos inhibidores específicos. De aquí que su inmediata

aceptación se refleje en el creciente número de sistemas experimentales en

los cuales se evalúa el grado de control de las distintas enzimas de la sín

tesis de ATP: en células intactas como hepatocitos y levaduras y en mito-

condrías aisladas de diferentes órganos (ver primera sección de la tesis)

Función Moduladora del Calcio en la Fosforilación Oxidativa

El gradiente electroquímico de H generado por la cadena respiratoria

puede ser utilizado por la mitocondria para sintetizar ATP o bien para el

transporte de iones. En particular la mitocondria posee un activo sistema

de transporte de Ca (ver Fig. 7). Existe un acarreador electroforético

con una Km de 5-20yM y una Vm de aprox. 400 nmol mg min , el cual se en-

2+carga de acumular Ca en el interior de la mitocondria; también se encuen

2+ +tra un intercambiador Ca /nH con una estequiometría aun no bien definida

2+que se ocupa de expulsar Ca . Cuando la mitocondria acumula cantidades ma-

2+ -1
sivas de Ca (más de lOOnmol mg ) ocurren dos tipos de inhibición dé la

2+síntesis de ATP: (a) si el transporte de Ca y la fosforilación ocurren

simultáneamente, se establece una competencia por la energía disponible

(b) si la fosforilación se realiza en mitocondrias que ya contienen grandes

2+cantidades de Ca , la inhibición parece estar asociada a una disminución

de la actividad del translocador de ATP/ADP inducida por un eflujo de los

adenin-nucleótidos intramitocondriales (72) .

2+

Sin embargo, las concentraciones de Ca determinadas en el citosol de

varios tipos de células están en el rago de 10~ M a 10 M. En este rango de

concentraciones recientemente se describió que el Ca tenía un efecto mo-

dulador de la velocidad de síntesis de ATP en mitocondrias de hígado (41).

En la tabla Xa se muestran las variaciones en la velocidad de fosforilación

cuando las mitocondrias se incuban en medios con diferentes concentraciones
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2+externas de Ca . Como puede observarse la velocidad de síntesis de ATP

cae abruptamente en un medio con 10~ M de Ca mientras que con Ca 10~ M,

la velocidad de síntesis de ATP disminuye ligeramente. Estos datos corre-

2+lacionan bien con los niveles internos de Ca a lo largo del tiempo (ta-

—9 2+ 2+
bla Xb). Con 10 M, de Ca externo,el Ca intramitocondrial disminuye
progresivamente mientras que con 10 M de Ca , el Ca interno permanece

—6 2+

constante y alto. En los experimentos, con 5x10 M de Ca puede observar-

se que la velocidad de fosforilación se inhibe notablemente, lo cual pare-
2+ce deberse a la acumulación masiva de Ca

2+

Con el objeto de definir el mecanismo por el cual el Ca intramitocon-

drial regula la velocidad de síntesis de ATP, hemos aplicado el enfoque

cuantitativo descrito en la primera sección de la tesis los grados de con-

trol de todas las enzimas participantes en la fosforilación oxidativa en
2+ —9 —6mitocondrias incubadas por 5 min á dos concentraciones de Ca : 10 y 10 M.

En la figura Í0 se muestra la titulación con oligomicina.de la respiración

asociada a la síntesis de ATP. Este inhibidor es específico de la ATP sin-

tetasa y es irreversible. Puede apreciarse que la pendiente inicial es di-
2+

ferente a las dos concentraciones de Ca . Empleando la ecuación V se cal-

culó el grado de control que la ATP sintetasa ejerce sobre la fosforila-

ción oxidativa, el cual se muestra en la tabla XI. de Esta manera se deter-

minaron las contribuciones de las otras enzimas. Analizando cuidadosamente

la tabla XI se observa que existen 4 etapas importantes en el control de

la síntesis de ATP: el^translocador de ATP/ADP, la ATP sintetasa, la cito-

cromo oxidasa y el complejo b-c-^ Sin embargo, el Ca solo modifica los

grado de control de las dos primeras enzimas de manera recíproca: mientras

el translocador incrementa su contribución con 10 M, de Ca la sintetasa
2+la reduce. Esto indica que el Ca intraraitocondrial regula la velocidad

de fosforilación oxidativa porque modifica las propiedades cinéticas de es-
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Tabla Xa. EFECTO DEL Ca2+ EXTERNO SOBRE LA SÍNTESIS DE ATP.

Se incubaron mitocondrias con las concentraciones de Ca2 y los

tiempos mostrados. Se transfirieron alícuotas a tubos con ADP¿

Después de 1 min se paró la reacción y se determinó lá cantidad

de 32P-ATP formado. De ref. 41.

Tiempo [Ca2+] 1<T9M 5xlO~7 5xlO~6M

nraol/ATP min"1 mg"1

1 min 301 281

5 . 119 203 74

10 48 150 44

Tabla Xb. VARIACIÓN DEL Caa+ INTRAMITOCONDRIAL A DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE Ca2+ EXTERNO.

El Ca2 interno se determinó por absorción atómica después de in-

cubar mitocondrias en las concentraciones de Ca2 y tiempos mos-

trados. A los 5 min se añadió ADP

tiempo [Caa 10 9M 10 5x10 6M

1 min 20.4+1.8 19.4+1.5 27.2+7.3

5 10.8+1.1 22.2+3.3 31.1+8

10 5.9+2.4 29.2+2 85.9+8.3
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La síntesis de ATP medida por consumo de oxígeno se inició aña-

diendo ADP a una suspensión de mitocondrias incubadas con Ca2

externo 10 3M (•—•) o con Ca externo 10 6H (O—o) por 5 min en

presencia de diferentes cantidades de oligonticina. De Moreno-

Sánchez (41) .
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XI. COEFICIENTES DE CONTROL DE FLUJO DE VARIAS ETfiP^ 08 LAS FOSFORILACIÓN

OXIDATIVA.

Los coeficientes de control de flujo (Ci) se calcularon de acuerdo con

la ref. 40 usando los datos de la figura lít y otras curvas de titulación

con los inhibidores indicados. Se utilizaron los siguientes valores de

Ki para los cálculos: Azida 250 ¡JM; cianuro 10uM; HQNO, 64 nM; NEM 60pM

malato 0.23 mM; mersalil, 5JJM; fenilsuccinato, 0.7/mM; y n-butilmalona-

to# 0.35 mM. Se utilizaron los siguientes valores de Km: Pi, 1.6mM; suc

cinato., 1.7mM; As., 0.34 mM. carboxiatractilósido, oligomicina y anti-

micina se consideraron como inhibidores irreversibles.

Ci

ENZIMA ÍCa"

Acarreador de ATP/ADP

ATP sintetasa

Citocromo oxidasa

Complejo B-Ci

Acarreador de Pi

Acarreador de Dicarboxilatos •

10~9M

0.32

0.21

0.16

0.27

0.30

0.08

0.03

0.03

0.09

0.08

0-00

10 6M

0.48

0.05

0.20

0.23

0.27

0.12

0.05

0.05

0.14

-

_

INHIBIDOR

Carboxiatractilósi

do

. Oligomicina

Azida

Cianuro

HQNO

Asi

NEM

MalatO

Mersalil

Butilmalonato

Fenilsuccinato
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tas dos enzimas posiblemente por algfin efecto directo sobre ellas o a tra-

vés de alterar la relación interna ATP/ADP.

El Ca 2 + está involucrado en el mecanismo de transmisión intracelular

de ciertas señales hormonales, en el ciclo de contracción-relajación mus-

cular o en otros procesos celulares, los cuales requieren del suministro

de ATP mitocondrial. Por tanto, la observación de que el Ca2 modula la

fosforilación oxidativa abre interesantes perspectivas sobre los posibles

mecanismos moleculares involucrados en la coordinación de la actividad ce-

lular.
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The rate of oxida ti ve phosphorylation wae studied ÍD
rat I i ver mitochondria incubated with fres Ca** con-
centratlons that range from 10~B to 6 K l<r* M. The
highest raW was observed between 0.6-1.0 HM Ca**.
ATP Byntheeis was measured by polarographic and
epectrophotometric technlques and by uptake of radio-
active Inorganie phosphate. The concenlratlon of Ca**
at which maxlmal rates of ATP synthesís Uke place U
modified by Mg** and phosphate. The dependente of
oxidative phosphorylation on Ca** was observed with
a-ketoglutarate, gluumate + m álate, and succinate,
but not with jí-hydrosybutyrate. At 10"" M Ca1* there
is a continüoua exit óf endogenous Ca**. while with
10~* u Ca**. intramitochondria! Ca** levéis remained
confitant throughout time. Apparently the control of
toe level of infernal Ca** by externa! Ca1* modula tes
the rate of oxidative phosphorylation. Uncoupler-etim-
ulated respiraron alao depende on Ca** concentration,
«ven though at 10'* to 10~* M Ca1* the rate of oxídotive
phosphórylatlon is lower than the rate of uncoupled
respiratlon. The contribuí ion of the ADP/ATP carrier
and the ATP synthase to the klnetic regulation of ATP
syntheaia at 10"* and 10"* M Ca'* was evaluated by
titrations with carboxyatractyloside and oligomyein,
respeetlvely. The contributlon of the csrrier and the
synlhase to the regulation of the final rate of ATP
synthesis was different at the two concentrations of
Ca**; therefore, the concentration of extramitochon-
drial Ca8* influencea the overell kinetica of oxidativé
phosp h ory lation.

Oaidative phosphorylotion and Ca1* uptake in mitochon-
dria are two processea that depend on energy of electrochem-
ical H+ gradiente. In coínpetitíon atudiea (1, 2) it has been
ahown that mitochondria preferentially use the energy of H*
gradient for Ca1* uptake rather than for the phosphorylation
of ADP. On the other hand, it haabeen reporud thatoiidative
phoephory lation ¡a inhibí ted in mitochondria that ha ve a high
contení of endogenous Ca**, Le. eniooth muse le (3), heart {4,
5), uterua (6), tumor (7-9), and brain (10), which euggests
that the level of matrii Ca1* may affect direetty the actívity
of intramitochondrial enzymea involved in ATP eynthesis.
The «act mechanism of the inhibítion by interna] Ca** ía
not well known, but in líver and utenja mitochondria ít has

"Thia study wat aupported ¡a parí by a giant from CONACyT,
Mélico and the Oíguniíation of American Sutes to Dr. A. Gómet-
Puyou. The eoet" oí publicatíon of this anklo we*e defrayedin part
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tolely to indi cotí this fací.

t Peltow of Universidad Nacional Autónoma de México.

been observed that Ce** affecta the functioning of the ADP/
ATP carrier (6, 11, 12). More recently ¡t was found that
interna! Ca9* induces a unidirecttonal efíluí of adenine nu-
cleotides (13) which apparently diminishes the activity of the
translocator, thus inducing tow ratea of oxidative phospho-
rylation in Ca1*-loaded mitochondria (13). It has aiso been
auggested that Ca3* prevente the reléase of inhibiting action
of the ATPase inhibitor prouin from mitochondria] ATPaae
(14,15).

Interestingly, Robertson el ai. (16) leported that in heart
mitochondria external Ca1* in tbe range of KT'-KT* U in-
duces a dual effect on oxidative phosphorylation, eitber aq
activation of approximately 25% (between 0.1-1.0 pM) and s
etrong ¡nhJbiting effect with >1.0 /JM regaidJess of the presi
ence of Mg*\ In thia work the effect of external Ca** concen-
trations lower than 1.0 uM on oxidative phoaphorytatíon was
atudied. The resulta showed that by varying esternal Ca1*
concentrationa, it is posaible to observe different rates of
steady-state ATP aynthesis. At tbese different ratee, the
contribution of the adenine núcleotide tranalocase and the
ATP synthaw to the control of rate of oxidative pbosphoryla-
tion (17, 18) was evalúa ted. It was found that the level of
external Ca" induces ¡mportant modifícations of the overall
kitietica of oKidative phosphorylation.

MATERIALS AND METH0D3

prtparation of M¡tachonería—Fenttíe Wistar rate weighing 180-
230 g and fasud for 3&-A4 h were kílled by decapitation. Tb* liver
waí eitractfd and washed twict and homogenÍMd with 250 mM
sucrose. 5 mM HEPES,' 0.5 mu EGTA (SHE), pH 7.0, in th« cold.
The homogcna(« was centtifuged to 7000 x g foi 10 tniu. Tbo
mitochondria! p*!let was Wflshcd with SHE, resuepeiided, and Uicu-
bawd with 0.5% bovine serum albumin for 5 min in ice with occasíona)
Btirrinp «ubsenuently the mixture waí diluttd 20 times and etntri-
fuged U) 7000 X g Coi 10 min. The sediment vas wubed and resus-
pended in SHE U> a concentration of 60-80 mg/ml.

Oxygen Consumptum—Oiygen uptake of mitochondria incubated
in 3 mi of incubaiion basís ni i ture that conuined 130 mu KCI, 20
niM HEPES, 2 mM MgC!,, 2 mM K photphaU, 6 mM succinate, and
Ca**-EGTA buffer, pH 7.20, waa recorded by mcam of an oiygen
electrode (YeMow Springs Irutrument Co.)

Cá"-EGTA Bu/fen—To calcúlate the freo Ca1* concentration, the
•tability constants and the program descríbed by Fabiatoend Fabiato
(19) weré used This progtam conaídsra Ihe contribuüon of all the
11 ganda and metala lona that werc inctuded in ths experimenta. Tbe
fina) concentration of EGTA waa 2.0 DIM, and the pH of the fraah
médium was caFefully adjusted to 7JÍ0.

Co'* Trarupon—Vor auays of C a " íluie» the proceduro ia B«f.
13 was utiÜzed. Briííly, mitochondria were incut»6t«d In tbe condi-
Üona deecribed under "Resutts" with **Ca** (2-4 X 10a cpm/jimol).
At the dcsirod times aliquota were witbdniwn and Rltered tbrough

1 The abbrevíatlons used are: HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-l-pip«r-
axincethaneaulfonic acid; EGTA, etbylene glycol btatf-tminoethyl
oth?r)-A'JV^i''jV'-i«treae*Mc acid; Tria, tristhydnuymethyl)amino-
tnethane.
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Sortoríu» fihero of a pon d i t m U í of 0.22 «im. H H fih«i waa waahed
vñth 1 mi of coW 130 mu KC1,5 mu Tris-HCl, pH 7.4, and countcd
íor ndiMCÜvity aftti tohibiluation with 6 mi of tí» arintiliation
Hquid Tritóool (20).

¡ntrwnitothcndñtú Cn** Conlcni—Thii mtasurement n i raade by
atomic afaMiption Bpectropbotam«try, uiin* a Pérkin-Elmer (modo)
S60) spactropbatomtter. Mitochondria wwe aeparatcd (rom the mt-
cüum by npid cantrifugatioa in * Beckmah nücrofuie B. Th« pallet
wat extractad fbr Ca»* detennination with U S (v/v) HO. 1% (w/v)
LaCU, 35 nM KC1, and denatund prouia «Unünaud by eentrituga-
Üon. The tuparnaUutt w u UMd for Iba Muya.

^Mtíropholomctnc ATP DtUrntinaiioñ—Thit «ras carried out ac-
cordinf to Lampteeht and Trauatacbold (SI). Mitocbondria wsra
[ncubtud vnder the oonditioni deacribed und» "Reauh*." At Tatú
timet áliquota of 2 m) were tñnafened to cuytuca Uut coataíned Ihe
nec*Maiy cotupounda for tí» BpectropbotomeUfc dttonninution of
ATP (21).

Uptake e{aP, inta ATP—Mitocbondria «rere ¡ncubated under the
indicaied coodition» with "P, (approxiroatety 0.5 «iCi/timol). At prt-
determined tima* the mction w u etopped witb 6% trichloroeceüc
•cid (final coDcentration). Aftar «Dtriíugaüon oí danatured protejo
en aliquot of tbe tupematant wat withdrawn ond °P, citrtcud a*
deseribed originally by LJndbtrg and Ernstcr (32) with n-butyl aet-
UU. The aqueoui phiw w u used for u u y of "P, incorponted inta
ATP by u u y of Ceicnkov radiatioa.

RESULTS

Ca** Uptake oí Varimta Extemol Fne Co1* Cwiceníro-
tíona—TfaB experimenta áetailed ¡n Tabla I show that the
intremitochondiial level of Ca** of respiring mitochondría is
importan ti y affected by the eitramitochondrial Ca** conestí-
tration. At 10"1 M externa! Ca**, the mtramitochondiial level
of Ca'* diminiahes progre&sively by approximately 70% of
tbat of the etarting preparation. In mitochondria incubated
with 10~* M Ca1*, the level does not change significantty,
while at an eitemal Ca1* concentración of 5 x JO"" M the
intratnitochondrial level mcreasea. Tbe addition of ADP
which induces a state 4 to ataU 3 transition resulta ¡n a
further increaee in Ca** uptake in mitochondria incubated
with 6 x 10~° M Ca1* but does not nodify appreciably the
level of interna] Ca1* when mitochondria are incubated with
lower externa! Ca** concentrations. In agreement with
Nicholls (23), it would appear, that at 10*4 M externa] Ca1*,
the rate of C*.** influí would equal that of Ca1* efflux, while
nt concentrations beiow or above 10** H esternal Ca** either
Ca1* efflux or ínflux would proceed until a different steady
eUte ia reached. Aa the concen tration of internal Ca1* may
influence ATP Byntheais (J-16) oí i da tí ve phosphorylation by
mitochondria incubated in the experimental conditions of
Tabie 1 was etudied

TABLE 1

Varioíion of ¡rümmitochondrial Co1* al díffertnt externa! Co**
eoaetntratioru

. Mitocbondria (3 mg) <utn ineubated ¡n 3 mi of ba»tc médium (see
'Material* and Mathods") with the Ca** concentrstiona ihown. At
the t imes indici t td, an aliquot v u centrifuged in a Microfuge, the
supeniBtaot dUcarded, and Ca1* deUrmíned in the sediment by
«tomie spectrophotónictric abtoipt ion. Thia wa» conected by the
trapped volume w h k h w u meosured with ¡"Cjíucroet. At 5 min 250
IIU A D P w u addcd Tba numbert in psrenthesis indiuite the number
of deWnninatkinii mide.

Tin»
IntnmitocboadrUI Ca**

HT* M

«un

1
3
6
7

10

11.7
19.4 ± 1-& (2) bl2 ± 12 (3)

10¿ ± 1.1 (4) 22.2 X 3J (4) 31.1 ± S (2)
6.0 22.4 ± 4.1 (4) 88.4 ± 11 (2)

)53 ± 2.4 (4) 29.2 ± 2 (3) 85.9 ± a 3 (2)
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Synth&ü of ATP at Varioua Cu1* Concentrotions—Mito-
chondria incubated in sute 4 conditions for 6 min with

- different oxidiiable aubstratea and then given ADP ahow a
distinct rale of rtate 3 respiration that dependa on the con-
centration of Ca1* in the médium (Table II). With succinate,
glutaniate + malate, and a-ketoglutarat« aa oxidizable sub-
stratea, higher ratea of óxygen uptake «re obaerved with 10~*
U than «t 10-* u Ca1*. Witb sil these subatrates, 5 x 10^ u
Ca1* induces a strong diminution of the state 3 respiration
ittW, with 0-bydroiybutyrate tbe diminution atarte to be
observad at 10~* M Ca**.

Fig. 1 ahows a curve of Ca** concentration venus rate of
respiration with succínate aa substrate. Max i mal etimulation
of state 3 reepiration was observed with 10~* M Ca** (Fig. M).
From prepBratíon.to preparation, the máximum was found to
vary between 0.&-1.0 nM Ca1*, but in al] cases, at higber Ca1*
corteentrations the rate of átate 3 respiration falla ihaiply.
Even though state 4 respiratory ratee increase propressively
from 24 natoma O mg"1 min"1 at 10"* to 34 at 10"4 U Ca'*,
the large váriations in state 3 respiration observed between
these concentrationa of Ca1* are most liltely due to chsngea
in the rete of oxidatíve phosphorylation. Indeed the ADP/O
retios are not modified by these concentrations of Ca**, and
the respiratory control valúes at 10~* and 10~* M Ca1* are 3.6
and 4.6, reapectively (see data of Fig. L4). Moreover, the
direct aasay of ATP formed in the various incubation media
showed that ATP formation parallels the rate of oxygen
conaumptíon (Fig. IB). For exampte, with the polarographic
method it was observed tbat ítnte 3 respiration is approxi-
mately 33% higber at ltT* u than at 10"' M Ca**, while the
apectrophotonietric assay of ATP, in the preaence of 10 DM
AMP, indicated that ATP synthesia was 25% higher at 5 x
10*' H than at 10"' M Ca1*.

The effect of different concentrations of Ca** on ÁTP
aynthesis was alao measured by asaays of the phospborybtíon
of ADP by inorganic phosphate Í"P(]- Mitochondria pretn-
cubated for 5 min witb 5 x 10"1 M Ca1* show a higher synthesia
of ATP. than when preincubated with 10"* M Ca1*. At 5 X
10-* M Ca1* syntheais of ATP is depressed (Table ID). Thus
the resultó of Fig. I and Tablea I to III indicate that the re is
a critica! concentration of Ca1* at which oxidative phospho-
rylation takes place at máximum rate*. The strong inhibition
of oxidatíve phosphorylation by bigh Ca1* concentrations {5
X 10"" M) observed in Fig. I and Tables II and III is probably
due toamaaBiveaccumulationof Ca1*, aphenomenon which
has been extensively documentad (Refs. 3-16 and see also
Table I).

Chancteriatíca of the Effect of ExUmot Ca1* on Oxtdctive
Phosphorylation—Tiie rate of oxidative phosphorylation de-

TABLS II
Effect of Ca** on ratt of itaXt 3 rttpiratton with ttutral ondixable

tubttraíet
Mitochondria (3 mg) were incubated in 3 mi of baaic médium («•»

"Material» snd Metbodí") with the Ca** concentration» tbown. At S
min 300 ¡tu ADP was addtd, and tbe rates of respiratioa werc
recordad. Tha concentration of all oiidiuble subatrates wat 5 mu.

Subetrtt*
Rat* of itñtí 3 laptnliOD

1(T*M UT*M ÍXltr*!
Ca1* Ca** C***

a-Ke(og!utarate
GluUmate + malate
Succínate
Succinate + rotenone (3 pía)
1-HydroxybutynU

natomi mS

38.4 86.4
64 124.9 1G

105.6 161.7 34
95J 156.1
45.6 30.2 12

19.7
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Fia. 1, 8 ti na alai ion by externa) freo Ca** oí rtate 3 rwplrol lon. A. mitochondria 13 reg) were added to 3
mi of basic médium of íncubation Uee "Material* and Methoda") with 6 mu (uccínate as aubttrate and tbe
eonctntrntioDa of Ca** shown, After 6 min, 250 j i " ADP wat added and the rato of tttpintitm ncorded. Th*
vatuea reportcd are the mean ± S.D. of 4 observation». B, the rato of respiration wa« mcaróitd a i indícalo] ¡n X.
Spectrophoujmelric ATP deurmination woi made wcorfing to Ref. SI. Mitochondrií (I tng/ml) w«re iocubated
fot 6 min, and sliquou wsrc trainferred to cuvettci with the ntceuaiy compounde plu» OJi nM ADP for ATP
iktermination (21). Respirelien » u wrried out at 30 'C and ATP d«tenn¡nat¡on at 23 X . Tb* tmit of x nú» OÍ
the üutl ÍB 1 u Ca**; ATP «yntheiii is nrool min"1 mg~'.

TABLS 111

Effeet o/ Ca» wi uplaiie of "Pi mto ATP
Mitochondna (1 mg/ml) were incubated for the time and Ca**

concentrationa shown, Aüquota were tranafened to ve&seb which
contained 250 ><M ADP. After 1 min, the reíctíon was slopped and
the upukd of BPj wiu detonnined in Üie supernatant as described
under "Materials and Methoda."

ltr*M 6 K i r ' 8xi(r*M

muí
1
6

10

301.3
nnwl ATP mi

280.6
202.6
H9.6

7Í.3
43.9

pende on tbe time of eiposure of mitochondria U> different
concentrations of externa! Ca1* (Pig. 2, sea a)so Table III). In
roitochondria incubated with 10"* M Ca'*, the rale of state 3
reepiration decreas«s with the length of state 4 conditions;
with 10"* u Ca1*, the rate of etate 3 á a/fected, but to a lower
eítent. In both caaes, the rate of state 3 respiration ceases to
be modifíed after 10 min of incubation. ATP syntheaia aa
assayed by the apectrophotometric technique and by "Pi
uptake yielded the same resulu (Ftg. 2, Table III).

Similar resulta are obtaioed when mitoehondria are expoeed
to consecutivo ADP additiona at different Ca!* concentiations
(Table IV), with two eubstrateB that were assayed, succinate
and glutamate-maiaW. Again, with 10"" M Ca1*, there is a
time-dependent diminution of átate 3 lespiration, while with
10"* M Ca**, the diminution ¡s tesa pronounced. The same
pattera of resulta was obtained with suecínate or gtutamate-
roálate as substrates. InUreatingly, the tate of fltat* 4 respi-
ration also docreases in a time-dependent manner with 10~*
M Ca" and atayB conatant with 10"9 M Ca** {Table IV, aee
also Fig. 2).

In rat livex mitochondritt it is establiahed that Mg** inhibits

2 4 . 6 B 10
TIME 0P PREIHCUSATIOfJ tmln)

PIG. 2. Effect of the t ime of pre lncabal los w i t a different
Ca** coBcontratioiu on ra te of respiral ion. EspoiimenUl con-
ditioni were ae indicated in Ftg. IA, eicept that at the times thown,
150 IM ADP was added. Th i numben on the trece* indícate ATP
«ynthesis (nmol me"1 rain'1) determined tpectrophotometrícally ea
deactibed in Fig. IB.

Ca1* transport (24, 25) by dimínishing canfor affinity, and
Robertson eí al. (16) observed that Mg1* abifted the ¡nhibiting
effect of Ca** on átate 3 respiration to nigfaer concentration
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TABLB IV

ftetpiration ttimukUed by tontecutioe addittoru ofADP at different
Ca* eoneentrationa

MiWubondria wsre incubatód in conditions deacribed in Tabte 1.
At Uw times sbown, consecutive udditiona of 240 nmol of ADP wera
made.

Ríleof respiraÜoD

Succinita Gtutuoita + mtUU

IC-'M vr*u IO-'M lo-1 u

Sl*l*3 Stet*4 SUU3 Sut*4 StaUS filete* S u u 3 State*

mía aatomi mí"1 múi"1

1 175.2 44 1G9.8 44 104.1 30 110.4 25
3 132 38.4 144 42.2 105.6 2&8 105.6 23
5 72 24 132 3B3 87,3 27.8 103.2 21.6
7 44.6 21.6 3B.8 69 26.9 93.6 24

T A B L E V

Ef/ttí of Ca** on uneoupler-BtimuiaUd respiration
Mitochondria were incubeted at the timo» and Co1* concentran oní

shown. At thi» tim«, 0.33 *<M carbonyl cy*nid»p-trifiuoromethoxy-
phmvlhydrazúMwaa added and the rato ofreepirAtion recordad. The
numbera In panntheii» indícate the ralee of ttate 3 respiration
obüüned in tba same conditiona with 300 fU ADP.

Tin»

DÚO

1.6
6.0

Rito of uneouplwt rwpiration

IO"*M

netomt mj"1 min~'
272 (1G2) 244 (156)
167 (84) 212 (144)

does not seem to accouat completely for the different ratos of
ATP synthesis observed at the two Ca1* concentrations, since
the rate of uncoupled-stimulated reepiíation ia higher than
that of átate 3 (Tabte V), notwithstanding the concentration
of Ca**. Thia euggeste that the piesently described effect of
different Ca" concentrations on the rata of ATP eyntheaU is
most ükely due to an actíon on thq phoaphorylatíon of ADP
or on the adenine oucleotide translocaüon.

Control of the Rote of ATP Syntheais by the Adenine Nu~
cleotide TransbaUor and by the ATP Synthase—lt baa been
previously proposed that the rate of oxidative phoaphotylation
¡e limitod by the activity of the adenine nucleotide transío-
cator (29-32). However, thís postulation has not been entiiely
accepted (Reís. 33, and 34; for a review see Reí. 35). Since
different eteady-etate ratea of ATP syntheais can be índuced
by varying extemal Ca3* concentrationa, it waa possibie to
esplore the contribution of the adenine nucleotide transloca-
tor to the procero, ín an attempt to define the role of Ca'* in
the control of the rata of ATP synthesia. To thie purpose a
titratíon of tbe rate of átate 3 respiration with a spsciftc
irreversible ¡nhibitor of the translocatoi (36) waa cerned out.
Fig. 3 shows the effoct of different amounts of carboxyatrac-
tyloeide on átate 3 respiration of mítochondrta incubated with
10~* and 10"4 M externa) Ca** with euccinate and glutamate
+ roalate as substratos (Fig. 3, A and B, reapectively). A
taarked difference of the effect of caiboiyatractyloside on the
rate of átate 3 respiration is observed at a concentration of
carboxyatractylosíde below 70 pmol/mg, respíration at 10"* M
Caí+ being more aenaitíve tocarbozyatrac^loside than at 10~*

M Cfl1*.
According to Tager and co-workers (17,18), the degree of

in porcine beart mitochondría. The concentration of Ca1*
required to induce mazimal stimulatíon of state 3 respiration
Ín the experimental conditions deacríbed in this work is aleo
affected by Mg1*. In the absence of Mg3* the same pattern of
resulta shown in Fig. 2 waa obtained, eicept that mas ¡mal
ratóa of átate 3 respiration were obtained with 0.3 ¿iM Ca**
(data not shown). The ahift in Ca** concentration required to
induce maltona] retes of oxidative phosphorylation could be
related to an effect of Mg1* on the nuil point between influs
and efflux of Ca** as described by various authors (Refs. 23,
26, and 27; for a review see Reí. 28).

It was also observed that the effect of Ca1* on oiidative
phosphorylation is modified by the concentration of inorganic
phoephate. With the optimal Ca1* concentration (10"* M), the
rate of átate 3 respiration wae further ¡ncreased when inor-
ganic phosphate waa varied frora 0.5 to 10 mM. The rate of
resting respiration decreased approximately 30% Ín the same
range of inorganic phoephate (data not shown).

Thus from the experimenta deecribed, it appeara that there
U a level of endogenous Ca" which would be essentia! for
masimaj ratea of oxidative phosphorylatíon.

Uncoupled Respiration of MUochondria ¡ncubated with 10~*
and 10~* M Ca'*—In an aturopl to underatand why the rate
of oxidative phosphorylation is higher at ID"4 than 10"9 M
e*terna! Ca**, the rate of uncouplcr-stimulated respiration
was studied (Table V). It waa obeerved that Ín mitochondria
expoaed to 10"* M Ca** tbe rate of respiration decreased as
the time of preincubation was i ncreased In mitochondrta
incubated with 10"8 M Caa*, the rate of respiration remained
more or lesa constant regardless of the length of the preincu-
bation. Tríese observations indicaU that externa! Ca** has an
effect on the rate of electrón flow and/or the transport of
oxtdizable substratos into tbe mitochondrta. However, this

-s»

Fia. 3. Inbibitlon of the átate 3 respiration by esrboxy-
atractylosido at two Ca1* eoneentrationa, Mitochondria (3 mg)
were incubated in the conditions deecribed in Fig. L4 with the
nmounts of corboxyaUactyloaide (CAT) indicated. Aft«r S mío of
preincubation with euccinate plu* roteaone (A) or glutamate plus
maJate (ñ), 240 <iM ADP was added and the rate of renirotion
recorded. G, lO"* M Ca1*; 0,10^ u Ca»*.

TABLE V!

Control itrtngth ofthe adtnine nucleotide trontíocctor and ATP
synthtue on oxidative phosphorylation at 1O~* and 1O~* U externa]

Ca»
The control atrength (Ci) waa calculatod sccording to Reí. 17 usins

the data of Figs. 3 and 4. Unlnbibited oxidative phospboryiation (Fo)
wes calculoted from tho rote of stat« 3 respiration and ita reípective
ADP/O ratio.

Sxtcmal Ca>*

ATP qrstbasa

i r * M «r* M l(r*M
Fo Ci Fo Ci Fo Ci Fo Ci

Succinata + rotenone
Glu tómate + malale

124 0.10 163 0.4E 138 0.20 214 0.05
119 037 197 OÍS

O

•WKH.IMPrhvV*
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UJ

O 78.5 15? 23S.S 914 392.5 4 Tt

OLIQOMYCIN (pmol mtf ')

Pie. 4. Inhibítkin oí Ihe »Uto 3 reapiratlon by oligomyein
at tiro Ca** caneen!rallona. Experimental conditiona wcra u
¡ndicated ¡n Fig. 1A, eicepi ihat the indicated mnounu of oligomycin
were includcd i o the ¡ncubation misture. Noto that oligomyein was
¡ticubsüsd witfa Ihe milochondrU íat 5 min beforo the íddilion of
ADP.«, 10"* U ( V ; 0.10"* M Cn".

control of a step in 6 meUbolic pathway may be estira a ted by
measuring the initial slops of the inhibition curve and relating
it U> the uninhibited and fully inhibittd activity. The resulta
of the calculations are shown in Table VI. Cleaily there is
sígnificent difference io the control Of the rau of oxidative
phosphorylation by the transtocator at the two Ca'* concen-
trations studied, independentty of the substrate used. Its
con tribu t ion to tbe overall control of the rate of oxida ti ve
phosphorylation is about 4.6 and 2.4 times higher with succi-
nata and with gluUmate-malata, respectively, at 10"" M than
at 10"* u Ce1*.

The contribution of the ATP aynlhaee to the control of
oxidative phosphorylation was judged by assaying the sensi-
tivity of state 3 respiration to oligorayein of mitochondria
incubated wtth 10"* and 10"* u Ca1*. The resultó of Fig. 4
show that regardless of the rate of átate 3 respiration, the
inhibitiOD curve by increasing concentrations of oligomyein
is highly sigmoidal; nevérthelesa, it is of interest to point out
tbat 10"* M Ca'*, the degree of control of oxidative phospho-
rytation exertéd by the ATP synthase is higher than at 10"*
M Cfl1*. Moreover, according to the criUrion empioyed to
estímate the control eierted by the ATP aynthaae and the
translocase, it would appeai that with 10~D M eitemal Ca'*,
the two enzymes possess a similar quantiutive effect on the
regulation of the rato of ATP syntheais.

Tbfi effect of Ca*" on ozidative phosphorylation has been
extenaively studied, and there ífl general agieeraent that at
relaüvely high amounts of Ca*4 accumulated, osidative phos-
pho ry I ation is inhib¡U>d (3-16). I n this woik these reaults ha ve
been conñnned, but in addition it wag found that there is a
conecntration of Ca** st which maiimal ratea of ATP synthe-
BÍS (as determined by the polarogiaphic method or by diiect
assay) take place. In OUT standard experimental conditions
this a, around 10"*« C*?*, but it may varv with the presence

or absence of Mg1* and with the concentraron of phoephaU
in the médium.

It may be considered that the lower rates of ATP Bymheeis
obeerved at 10"' M Ca1* in comparison to thoee observed with
10"* M Ca1* are due to daraago of mitochondria. In this respect,
it is W be noted that between 10"* and 10"* M externa! Ca1*

\ concen tt ation, similar ADP/0 retios are attained, whicb in-
dicates that the permeability properties of the mitochondria
are not affected.

The oiodulation of tho ratea of oxidative phosphorylation
by concentratione of extemal Ca1* below 1.0 *iM U of inlerest,
since this ¡8 ap'parently the range in which Ca" concentration
varíes withín the cell under phyaiological conditiona (26). As
to how theae concenlratíons of exUmal Ca1* regulata the rate
of ATP syntheais, the reauits of this work aleo show that upon
exposuie of mitochondria to concentrations of eiternal Ca8*
of 10~° M (a concentration at which oxidative phosphorylation
b. about 30% lower then at 1(T* M Ca"), the amount of
interna! Ca1* falla to a level of about 10 nmol/mg of protein
(after 5 min of incubation). While duñng incubatíon with
10"* M esternal Ca1*, the amount of intramitochondria] Ca1*
¡s poised at a level of approximately 20 nmol mg'1, a concen-
tration approximately equal ta that of the starting prepara- •
tion. Followíng N ¡cholla (23), at concentra! ion a of 10"* M
externo I Ca1*, a membrane poWntiBl oí —192 mV would be
required to retain interna! Ca** (as derived from the Nernet
equation Bssuming an activity coefficient of interna) Ca1* of
0.1). Since in conditiona similar to thoseof tha present wórk,
the mitochondiial mecabtane potential is of the order of 120-
170 mV negative inaíde (37, 38), Ca** reléase would be a
thermodynamicalty favored procesa. Using the same conaid-
erations, in mitochondiia incubated with 10""* M external Ca**
and in which máxima I ratea of ATP synthesis were detected,
the inward and the outward mo ve menta of Ca1* would be in
near equilíbiium.

The present data show that the rate of ATP synthesis in
mitochondria decreaaes in a tíme-dependent piocesa when
incubated at 10*' M Ca'* in comparison to that attained et
10"' M Ca1*. Apparently as Ca1* leaks out óf the mitochondria,
the cote of oxidative phosphorylation gradúa!ly decreaees.
Moreover, in conditioriB in which intemal Ca** is maintained
at a constant level of approxitnately 20 nmol/mg of protein,
the rate of respiraron is not ostensibly affected. Thua it would
appear that the leve! of internal Ca'* as modulated by the
extra mi tochondrial Ca** concentrations influences the rate of
oxidative phosphorylation.

An atiempt has been made to explore how the internal
coneentration of Ca1* affecta tbe overall kinetics of ATP
synthesis. h has been observed that, similar to the state 3
respiratory ratee, electrón transpon of uncoupled mitochoc-
dria ¡a faster at 10"° than at lO'9 M Ca1*. Tbis Ca**-dependent
procesa can be reloted to the higber rate of ATP synthesia
observed with 10~* M Ca'*, but it is noteworthy that the rate
of state 3 respiration ia lower than uncoupled respiration,
regardless of the Ca1* concentration in the médium. This
indicates a prioñ that álate 3 respiration b more importantly
limited by either the phosphorylation of ADP and/or by the
activity of the adenine nucleotide Uanelocator.

An analysis of the inhibition curve of sute 3 respira tion as
induced by oligomyein revealed that the control eierted by
the ATP aynthase waa higher at 10"* than at 10"° M Ca**.
However, it was also observed that to attain a steep change
in the slope of the inhibition curve more oligomyein was
required at 10"* M Ca1*. The latUr would suggest that a
dífferent nurober of active enzymes would be operating at the
two concentrations of Ca1* studied; indeed it has been previ-
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ousty reported that Ca1* lévele may affect the interaction of
tbe inhibitor protain with the ATP syntbase (14, 15), thus
eífecting the nuraber of functional eniyines. Therefore, the
overall data obtained with oligomycin suggest that the anal-
yais of the control exerted by an enzyme on a metabolic
pathway as described by Kacser and Buree (39, 40) and by
Heinrich and Rapoport (41, 42) wouid seem to require an
experimental evaluation of the esrtent to which an enzyrae
tfeat undergoes reversible transitiona affects ¡te degree of
control on the pathway. The ATP synthase would eeem to be
a good system to teat the reportad theoretical consideíationa.

The titrations of state 3 respiratibn with carboiyatracty-
lostde showed that the degree of control exerted by the trans-
locáae ÍB significantly different in the presence of 10~* than
with 10"* M Ca1*, being aeveral times higher at 10"* than at
10"* M Ca1*. Thue, the modification of the rate of oxidative
phosphorylation parálisis a change of the kinetíc control
exerted by the translocas*, which suggeats that other kinetic
transitiona ara occurring in other etepa of couplet! ATP eyn-
theeie when the amount of mitochondrial Ca** is variedL In
other words, if the degree of control exerted by the ADP/ATP
carrier ia different at the two lévela of Ca1* studied, it followa
that the quantitative contríbution of the other etapa of oxi-
daüve phosphorytation would aleo necessorily undergo modi-
fication. In fact, it is relevant that the Ca**-depeiident varia-
tions in the control, es eváluated from the initial Blope of
inhibition curvea (17,18,39-42), exertedby the ATP synthane
and the translocaBe occur in opposite directions, Le. when the
control exerted by tbe ATP synthase ÍB higher (10"* M extemal
Ca**). the control by the translocator ÍB relatively low. The
kind of kinetíc relation where a chenge in tbe degree to which
oae enzyme ¡8 rale limiting resulta in an opposite dírected
changa in the degree to which the other enzyme becomes
limiting has been atudied by Stoner and Sirak (43). They
concluded that auch a sequential coupling relation ¡s estab-
lished batween ADP transport and the phoBphorylation re-
ectioo durjng oxidative phósphorylation.

Moreover, the observed difference between the ratea of
uncoupled electrón transpon and otate 4 respiraron at 10"
and 10"* M external Ca1* auggeats the eiistence of a Ca1*-
induced modiñcation of substrate transport and/or electrón
txanafer. Therefore, it ia auggeated that vorialions in the
aitrajDitochondrial Ca1* concentraron, within the limita that
exist in living celle (26), modífy quantitatively the contribu-
tion of tha múltiple control pointa (17,18) that are involved
in the overall kt De tic a of ATP syntbeais poiaing tbe ayatem at
variouB ratea of oxidative phosphorylation.

Along this line, meaaurementa of the ectivity of several
intramitochondrial dehydrogenases (44-46) and electrón
probé Btialysia of heart and other muecle celia (47) indícate
that the possible physiological range of íntramttochondrial
Ca** ia of the order of 1-5 nmol/mg of mitocbondrial protoin.
In our experimental conditions, the Ca9* levéis are near the
afore raen tioned vatuee which auggeets that Ca1* exerta a
physiologicsl role on the regula tion of oxidative phosphoryla-
tion. Moreover, a dependence of tha activity of carbamoyl
phosphate eynthase and pyruvate caiboxylase on interno!
Ca1* lévelo in a range similar W tbot attained here has been
reported (11, 48).

At the moment it is not possible to ascertain the mechanism
tarough which the interna! concentrationa of Ca** induce the
afóreme n tioned changes of the kirie tica of oxidative phoepho-
rylation, but it is interesüng that there are reporta that
indícate that the amount of intramitochondrial adenine nu-
deotidea ia affected by the ¡nternal concentration of Ca1* (13,
49, 50), and recently it waa reported that prolonged incuba-

tiúns of mitochondria increase the control atrength exerted
by the adenine nucleotide translocator (51) which appareotíy
ií aasociated with a diminution in the intrataitochondrieJ pool
of adenine nucleotídea. However, it te necessary to consider
that variations in the level of other endogenous componente
may account for the presently described observationa. With
respect to Mg**, it is important to point out that in liver
mitochondria with a contení of approsimately 30 tuno! of
Mgs*/mg of protoin incubated for 5 min in mixtures similar
to these employed here, Maaini et oí. (52) observed a loas of
approsimately 3 tunol of Mg**/mg. Thus variations in Mg**
levéis would not seem to be an important' factor in tha
presently describid effects of Ca14 on oxidative phosphoryla-
tion.

In relation to the contríbution of the ATP eynthase to the
overall procera of ATP syntheais, ¡t must be recalled tbat the
action of the natural ATPase inhibiur protein on the ATP
synthase appeara to be raodulated by the concentrationa of
Ca** in tbe mitochondria (14, 15). Therefore, it would eeem
that Ca1* concentration in the exterior and/or interior of the
mitochondria induces important modificatione of tbe kinetic
characteristics of many of the eteps ínvolved in the total
procesa of ATP synthesia.
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Date: a/1/84 Manuscript No.: 4-2212 tter dist inción-
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Author(s): Rafael Moreno-Sánchez SOffle Other d i r e c t

Title- Regulatíon of Oxidative Phosphorylation in Mitochondria
by External Free Ca2+ Concentrations • ;

The Edilors would appreciate your opinión on ihe suiíabrliiy oí this manuscript for publica! ion in The Journal
of Biológica) Chemisiry. This is aprMIeged communicaiion. Its contents should not be revealed ñor made use of
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Comments (Continué on another shcet, if necessary): * »

AJo. I
I believe this paper contains interesting observations which deserve to be

published. The paper is generally well written, and the 'control strength'
interpretaron appears to be generally valid despite i ts application to complex
experiments.

It is somewhat disappointing that the mechanism by which Ca++ exerts the
observed effeets is not investigated further. I t would have been revealing,
fiürhaps, i f the autbor had actually measured matrix adenine nucleotide levéis,
since he suggests that these may vary with Ca++ levéis.

The weakest po.int of the paper is the failure to address the role of Hg++.
Recpnt work by Siliprandi and others indícate that tnitochondrial Mg++ is more
lstiile under some conditions than others and that Mg++ retention is profoundly
affected by Ca++, by oxidative phosphorylation and by external Mg++ concentra-
t ion. Is i t possible that effeets attributed to Ca++ are due to secondary
effeets of Ca++ on Hg++? Since most of the conclusions are derived from simple
respiration studies, i t seems reasonable to request the author to demónstrate
that the conclusions are not affected i f Mg++ concentration is varied.

I have d i f f icu l ty with the author's'statement that there is no effect of
Ca++ on State 4, since Fig. 1A shows i t to increase along with State 3. The
magnitude of the effect on State 4 is smaller, but isn ' t this l ikely to be
due to primary limitation by H+ permeability?

As I beg'an to read the paper, I anticipated some discussion about the
extent to which matrix enzymes besides the ATPase are activated by Ca++ and the
controversy (e.g., Hansford, McCormack) over whether matrix Ca++ is in the
proper range to exert this control function. I was disappointed that this
subject was not addressed, in view of the conclusión that matrix Ca++ activity
affeets ATP synthesis by an unknown mechanism.

(continued on next page)
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Specific Comments:

paqe 4, lst parjgraph: "Along this line " a better distinción'
should be made between evidence for inhibition of ATP synthesis by Ca .
uptake through compe^ition for the available energy and some other direct
effect of matrix Ca .

p. 8, lst paraqraph: _]t does not appear accurate tp say that state 4
rates are unmodified by Ca concentration. •

2+
p. 9T ls t paraqraph: Effect of Mg and Pi - do these effects simply

resuit from slowing down Ca uptake or are the final steady state rates,
i.e. after 10 min or more, affected? Does inorganic phosphate fin the range of
0.5 to 10 mM affect free Ca -^oncentration? Is this taken into account when
calculating externa! free [Ca ]?

. p. .10, Tafale IV: Is there an error, in the rates of the 7 min time point
with 10 H Za¿ ?

p. 11, lst paragraph: Differences in curves of Fig. 3 are observed.
below 0.7 nmol/mg CAT, not 70 pmol/mg?
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froTn the data to be in the opposite sense to what the authot concludes. Probably
I am missing something, but it points to the fact Chat the author must clarify the
issue as to Che effect of Ca + + on the two processes.

Specific Commehts

1. Legend of Fig. 2. There is an.error in the legend in referring to Fig. 2A
and 2B. Do the authors mean Fig. 1A and IB? . ""

2. P. 10, 2 n d line from botcom. I think the authors meant . . . due to an effect on
the phosphorylation. . .

3. Fig. 3B. There is no justification for drawing the top line with the sharp drop
at 1.33 Cat.

4. p. 11, middle. The reference to 70 pmol/mg seezis an error, as the x-axis of
Fig. 3 is in nmol.

5. Fig. 4. The legend does not indícate what the solid and open circles represent.

6. p. 14, line 17, and Fig. 4. The effect of 0.15 nmol olig. effect was only found
in the open circle ClO~ mCa++?) case. In che closed circle case, the oligoraycin

effect did^get draaatic until about 0.240 nraol,

7. p. 15, top. The point about the opposite sense of the control by 10~6ra and 10"9m
Ca + + is not st all clear, partly due to the point 5 above. This ihust be clarified.
If che open circles are meant to be 10"6m Ca++ as in Fig. 3, then I don't agree
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October 31, 1984

Quentin H. Glbson, Associate Editor
Sectíon of Biochemistry and Molecular Biology
Wlng Ball-CorneH University
Ithaca, New York 14653

Dear Dr. Gibaon:

Thla is in reference to your le t te r of October 10, 1984 concerning
the manuscript "Regulation of Oxidative Phosphorylation ln Mitochonttáa
by External Free Ca2+ Concentratlon" wMch t a s eubmltted fox publication
ln the Journal of Biologlcal Chemistry. The manuscript vas returned with
the coüjments of two revlewers whlch conñidered that the work could be
published If several queetions and crltlclsms veré answered and various
correetlons made. I have tried to answer the various polnta that were
ralsed and have also made the neceaeary corrections. Thaee are as
follows:

First referee:

Be meptlons that the weakest point i s the fetture to addreas the ~
role of Mg , Speclfically he asks if " l t i s possible ttmt effecte
attrlbuted to Ca2+ are due to aecondary effeets of Câ  on Mĝ  . I would
l ike to point that although Mg2+ control» tbe concentratlon of Ct&+ a t
whlch maximal ratea of oxidatlve phosphorylatioA are attalned, the sane
effeets of Ca2+ are observad regardlees of th# preaence or absence of Kg
in the media (sea p,9, Unes 23-29). Thuü as the referee polnts out l t i s
pofisible that Ca2+, throur.h control lina Intr amitochond r i a l Hg2+ l evé i s ,
could exte t t i t s effeets on oxidative phosphorylation. Kowever, variat ions
in Mĝ  levéis ln the time ranga and incubating condltlons similar to
those employed here have been prevlously detennlned (re£. 52 of thls work),
and apparently i t would seea that the effeets of Ca2* are not mediated
through varlations of Mg2 contení. This point of vlev has been Included
on p.16 linee 22-29.

The saae reviever suggested that i t would have been reveallng i f the
contení of adenlne nucleotides had been neasured. Needles$to say I agree
with the revlewcr, but unfortunately at this moment there are several
alternatives through víhlch Ca~ can affect the cverall process of oxidative
phosphoryletion and ny point of vÍer-7 on this matter Is now stated on p.15



- 2 -

last paragraph, p.I6 la*t paragraph and p.17 of this vort . In thie
manuacrlpt I have aonly tried to pointbut that Ca* levéis regúlate
thé rate of oxidative phosphorylation through a process that Is
accotapanied by shifts In the control strength of some of the enzymes
involved In the process.

I think that the mecttahÍ8oi(s) through vhich the described regulatory
effect of Ca^+ takes place vould require much more study. This point
of view Is stated on p. 16 lines 14-24. This vas also described in the
f i rs t versión of the manuscript.

2+A pfclrd point of the reviewer that there Sisan effect of Ca on
State 4 respiration. Correct, this has now been ack&oMdggéd on p.8
Unes 5-6.

The reviewer suggested that some dlscusslon on the extent to vhich
natrix e*ayne« are actlvated by Ca and the controversy over whether
uatrlx Ca¿+ is in the proper range to extent control. In this versión,
X have íncluded some relevant data on the question raised by the reviewer
Apparently the ove ra i l data suggest that the levéis of intramltochondrial
Ca2+ at which the measurement veré carried out are In the physiological
range. This i s stated on pág. 16, second paragraph.

Speclfic Coiments (Reviewer 1)

1) I have tried to nake the"distinction between inhibí tion of ATP
synthesls by Ca^+ upakke througb competltlon for the available energy and a
Borne other direct effect of raatrix Ca.2" '̂. See p .4 , lines 2-9.

2) With res pee t to etate 4 resp. , (see similar comments of second
revlewer) both referees are correct. Changes in State 4 respiration are
now stated (p. 8 lines 5-6).

2+
3) p.9 f i rs t paragraph - The referee cecnaents on the role of Mg and Pl
Thia experimental results that relate to fcis question are described on
p.9 , linea 21-26» My point of view on the role of Hg2+ i s stated above
In reference to the general coenents of the reviewer.

4) p. 10 Table IV. Tha reviever i s correct. This has been c lar i f ied .

í ) •The error onpplll, l s t . paragraph has been corrected.
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Second Reviever:

First. X want to apologize by the eraission of Information o£ Figure 4
in the original manuscript. Nevertheless from the data, the reviewer
reaches concluslons that are dlfferent ¿rom these made ir» the original
(and prca en t versión) manuscripx. I think the reviewer in bis comsents
has etressed an important polnt on how to evaulate the control exerted
by a given enzyme from inhibtlion titration data. Essentially the
problem is that if the reasonlng of several authors (see refs. 17, 18» 39-
42) are followed a figure that reflects control strength is obtained.
On the other hand, if the coneaatration of the inhibité* of which a
steep change of the inhibltion curve is attained a different conclusión
on the degxee of control exerted by that enzyme may be reached. In
thls manuscript the experimenta wlth the ATP synthase (Flg. 4) illu»trates
this point. From ray point of view this enzyae presenta «everal yet
unexplored points of regulation, in particular the variation In the
nuaber of active enzymes that may exist In different metabolle conditions.
Whetner with tais enzyme the experimental results agree with the theoretical
conslderations of Kacser and Buras (39*40) and Heinrich and Rappport (41*42)
remains to be established. In the present manuscript, i t has been stressed
that the evaluación of the control strength has been made from the inl t lal
slope of the inhibition curve, but at the same time recognizing that the
evaluation of other parameters of the inhibition curve may imply other
interpretatlon. This point of view has been stated in p. 14, Unes 15-27.
I hope that the reviewer agrees wlth our point of view on this problem.

Spedfic comments of the reviewer:

1. Error to legend of Fig. 2. This has now been corrected.

2. Ilis observation is corract. This has been clatified.

3. Flg. 3 B. "There is no justification for dravlng top Une wlth a sharp
drop of 1.33 CAT". This observation ís correct; unfortunately a point was
not drown in the original drawing. The drawing has been corrected.

4. p . l l , aiddle. This point has been corrected.

5. Fig. 4, the meaning of the solid and open circles has now been stated.
a . . ' . - - • • ' . ' - - . ^ £ . . - . p . - - •

5 snd 7. indeSeieeañffiientimefitguí'¿g4ren4 acd the téxt veré corrected
according to the reviewer'e obvervatlons. With respect to fans dlsagreestent
on our eondusions, pléase see the coramenta with respect to the t i t r a t i o n
of the AXP synthase with oligorayein.



I have trled to ansvcr the connnents of the revievrers to the best of
my sbility. I thank the revieuers* indeed I belleve thelr comments point
out the naln problems involved in the procesa deacrlbed in the manuscrlpt
and X have tried to eKpress the state of the problem taklng Into accouot
their observationa, I also thank them for pointing out the erro re of the
original manuscript. I hope that In its pre&ent forra the marmacript ls
acceptable for publication.

An editorial comment vas that the sbstract be condensed. Thls has
been done.

Except for the correctlons epeciflel In thls letter, the rest of the
manuscript has not been altered.

Thank you very much for your interest.

Sincerely yours.

MS RAFAEL MORENO SÁNCHEZ

'grz.



C 15» b) TW Aunan Socvtr «( Bnfcpal Cbmina. In
Vol.260. No. 23. ImamtOaAtt ii. pp 1KA1-IIS60 i

Contribution of the Translocator of Adenine Nucieotides and the ATP
Synthase to the Control of Oxidative Phosphorylation and
Arsenylation in Liver Mitochondria*

(Received for publication. February 21, 19S5)

Rafael Moreno-Sánchez
From the Departamento de Bioenergética, Centro de Inventaciones en Fisiología Celular, Universidad National Autónoma de
México. Apartado Pastal 70-600. 04510, México. D. F. México

The regulation of the rate of mitocbondrial oxidative
phosphorylation and arsenylation was studied at lwo
externa! free Ca1* concentrations. The rate of arse-
nate-stimulated respíration in absence of added ADP
was not affected by esternal 10"e and 10"* M Ca1*
levéis or caxboxyatractyloside, while state 3 respira-
tion was profoundl.v modified. In addition, the kinetic
analysis showed that the rate of arsenylation in the
presence of ADP was more efficíent {V^JKm ratio 3.5
times higher) in the catalytic process than phospho-
rylation. Therefore, this suggests that the activity of
the ATP/ADP carrier is importantly controlied by
Ca1*. The evalúa tion of the control in phosphorylation
showed tbat the flux-control coefficients (Cv) exerted
by the ATP/ADP carrier (ranged between 0.23 and
0.48) and tbe ATP synthase (0.05-0.57) were modified
in a reciprocal way by Ca2* and Pt concentrations. This
suggests that these two enzymes are coupling sequen-
tially through a comuion intermedíate, the intramito-
chondrial ATP/ADP ratio. Other importan! steps con-
trolling phosphorylation were the b-e, complex (C¡ =
0.30) and the cytochrome oxidase (C¡ = 0.23) but they
were not modified by Ca1*. It was also found that the
main step controlling arsenylation was the ATP syn-
thase (C( = 0.74). The increment in the inorganic ar-
senate con cent ral ion induced a diminution in the con-
trol exerted by the ATP synthase (from 0.73 to 0.56).
Tbe results suggest that Ca1* and P t <or inorganic ar-
senate) conld be regulated by ATP synthesis through
an activatiag effect on ATP/ADP carrier and/or ATP
synthase.

The regula tion of steady-state mitochondríal oxidative
phosphorylation has been a problem of interest for seveial
years. On the basis of studies on the effect of specifk inhibi-
tors and variations in tbe ADP/ATP and ATP/(ADP) x (P¡)
ratios on the rate of ATP synthesis, it has been proposed that
the adenine nucleotide translocator ¡s the rate-Iiniiting st*p
of oxidative phosphorylation (1-4). In contrast. through a
thennodynamic approach, it was postulated tbat cytochrome
oxidase is an important control point of oiidative phospho-
rylation, since it was observed that sites 1 and 2 of oxidative
phosphorylation were in near-equilibrium witb the eitrami-
tochondrial phosphorylation potential (5, 6). However, other

° This study WHS supportíd in part by a giant from l he Organiza tion
of AmericOJi Statós and the Ricardo J. Zívada Foundation lo Dr. A.
Gómez-Puyón. The COSLS of publicfltion of this artícle «ere defrayed
in pan by the payment of page charles. This anide must iherefore
be hereby marked "odvertisemtnt" in accordance vsith 18 U.S.C.
Section 1734 solely to indica» this fart.

studies showed that the translocator was approiimately 2
kcal/mol out of equilibrium .(7), and, more recently, the con-
clusions reacned from the afore me nt ion ed thermodynamic
studies were eriticaily evaluated (8). In addition, using the
theory of metabolic control developed by Kacser and Bums
(9. 10) and Heinrich and Rapoport (11, 12), Tager and co-
workers (13, l í ) showed that control of ojtidative phospho-
rylation is eierted at múltiple points, the most itnportant
being the adenine nucleotide translocator, the dicarboxylate
carrier. and cytochrome oxidase.

It has been described that the level of intramitochondrial
Ca1* affeets tbe rate of oxidative phosphorylation (15-21).
Apparentl.v this effect of Ca1* involves a change in the degree
of kinetic control eierted by the various SMps of oxidative
phosphorylation (22); nevenheless, at two diffeient tates of
oiidative phosphorylation, it was found that the adenine
nucleotide translocator is an important point of control (22).
With respect to how intramitochondrial Ca!*»levels regúlate
the various steps involved in oiidative phosphorylation, it
was comidered of interest to evalúate tbe múltiple contra!
points tn the absence of the contri bu tion exerted by the
adenine nucleotide translocator. Sueh a system eould be the
arsenate-stimulated respiratioo (23-26), the rationaie being
that arsenat* that enters the mitochondria through the mer-
salyl-sensitive phosphale carrier (27) arsenylates internal
ADP vía the ATP syntbase usíng the H*.gradient generated
by the respiratory chain (27-30). As ADP-arsenate is rapidly
hydrolyzed, an intemal eyele of ADP-arsenate synthesis and
hydrolysis wouid take place. Thus, ¡n this system, the arse-
nate-stimulated respiration would not involve the function of
the translocator. In this work, the control strength of all the
steps involved in oxidative phosphorylation and arsenylation
was quantitated at two different rat«s of oxygen uptake as
controlled by the esternal Ca3* level.

METHODS

Thí preparalion of rat liver milochondria wilh B médium contain-
ing 250 mM sucrose, 5 mM HEPES.' O.S mu EGTA, pH 7.0. the
delcrminations of oíygcn upiake (by meansof oClark-lype e!ectrode|
and prottin, and the use of Ca'*-EGTA buffere «ere described in a
prev¡ouswork{22). Milochondria (1 mg/ail) wero incubawd in a basic

. médium containing 120 mM KC1, 30 mM HEPES. £ mM MgC!5, 5 roM
succinaie, 2 mM EGTA. pH 7.20. at 30 "C. Other erperimenla! con-
dilions are detailcd in the legends u> the tablís and figures.

'The abbrerifliions used are: HEPES, 4-{2-hydroxye(hyl)-l-
pipíraiineethanfíulíonic acid: As,, inorganic arénale: C. flui-
control coefficient; EGTA. eihylene glycol b¡s(5-aminoelhyl etheri-
A'.N,Ar'.A"-t*uaací[icacid;FCCP.carbonylc>laníde4-tnfluorometh-
oiyphenylhydraione; HQNO. 2hept,vl-4-hy<iroxyquiiioline-Ar-oxide.

12554
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RESULTS

Effeet of Carboxyatractyloside on Oxidative Arsenylation—
Tñe mecbanism tbrough which arsenate stimulates mitochon-
Jrial respíration ¡6 visualized as the formation of ADP-arse-

3te throughthe ATP synthase and its subsequent sponta-
"eous interna! hydrolysis (27-30). Nevertheless, the addition
"r ADP tó t n e system increases the rate of the arsenate-
g,¡mu)ated respiration (24-26), which suggests that the met-
bolic eyele exhibits a certain dependence on the translocation

Df adenine nucleotide across the membrane. Therefore, the
censitivity of oxidative phosphorylation and arsenylation to
¿arboxyatractyloside, a specific irreversible inbJbitor of the
(rAnslocator (31, 32), was assayed in mitochondria incubated
fOf 5 min with 10"9 M external Ca2* (Table I), which is
afsunied to be much lower than pbysíological concentrations
of Ca2* (33)- As discussed in previous work in this condition
,22), the amount of imramitochondrial Ca1* is lowered from
2Clioll nmolmg"1, which isnearto thepossiblephysiological
~ange of intramitóchondrial Ca2* of 1-5 nmol/mg of mito-
f hondrial protein determined in entire cells (34). On the other
hand, arsenyiation in the absence of ADP was completely
¡nsensitive to carboxyatractyloside. In the presence of ADP,
the rates of phosphorylation and arsenylation were dimin-
ished by carboxyatractyloside, but as expected the former was
much more sensítíve. These fmdings indicate that phospho-
rvlation fully depends on translocator activity, while arseny-
lation is only partially dependente

The increase in the rate of the arsenaW-stimulated respi-
ration as induced by ADP suggests that eitber intTamitochon-
dría! ADP coneentration is limiting for respiration or alter-
natively, as phosphate is competítive with arsenate (23, 24,
26), the phosphorylation of ADP lowers the internal phos-
phate concentration, thus allowing full expression of the
action of arsenate. These possibilities were erplored by assay-
ing the rate of arsenate-stimulated respiration of mitocbon-
dria preincubated for 5 min prior to the addition of arsenate
in the usual conditions (Table I). The rate of respiration
stimulated by 2 mM As¡ in the absence of added ADP and P¡
was 129 nanoatoms min"1 mg~'. ASÍ added to mitochondria
after 15 s of incubation with 4 JJM ADP induced a rate of 146.
In mitochondria preincubated for 5 min with hexokinase,
glucose, and 4 JIM ADP, in which endogenous phosphate would
bave been converted to glucose 6-phospbate, A& induced
respiration toa valué of 143. Thus, a loweringoftheinUmal
phosphate concentraron did not modify tbe effeet of ADP on
the As¡-stimulated respiration, which may suggest that the

TABLE I

Inhibición of oiidaliue phosphorylation and arsenylütion by
carboxyalractyloside

Rat liveí milochondiia (3 mg) were incubated in 3 tal of the basíc
modiuin: 120 mM KCI, 30 mM HEPES, 2 mM MgClj, S U M suecinate,
2 IBM EGTA, 10"* M Ca**, pH 7.20, at 30 "C. For the aasay óf oiidative
phosphorylation, tlie mixture contained 2 mM P¡ from tbe bíginning
of the experiment. Aft«r 5 rain of preincubation with the indicaled
amounts of carboiystractyloside, 250 ÍIM ADP was added. For the
assfly of arsenylaÜOD, 2 mM As, was added iaelead of P¡. After either
the addition of ADP or As,, the rate of oxygen uptake wss calculated.
lo oiidative areenylotion pha ADP, 250 JJM ADP was added 20 s
before AK¡.

translocaiion of ADP per se may be involved in the increase
by ADP of the Asi-stimulated respiration. The Km for ADP
in the arsenate-stimulated respiration in the absence of hex-
okinase was 13.2 nM (data not shown). This was calculated
by plotting the increase of ASi-stimuIated respiration by var-
ious concentrations of added ADP.

Effeet of Cá" on the Arsenate-stimuiated Respiration—The
level of internal Ca2* as regulated by the external Ca2* con-
eentration controls the rate of oxidative phosphorylation (22).
Therefore, it was considered of interest to study whether Ca!*
levéis affect the arsenate-stimulated oxygen uptake. In agree-
ment with previous findings (22), it was foiutd that, at a
concentration of lO"9 M external Ca*\ the ADP-stimulated
respiration decreases with time (Table II); with 10"* M exter-
nal Ca1* in a 5-min period, the decrease in respiration is much
lower. In the presence of ADP and arsenate, a similar pattern
is observed, except that tbe decrease in respiration is much
lower tban in the presence of phosphate. In contrast, the
arsenate-stimulated respiration in the absence of added ADP
remains essentially uncbanged regardless of the concentration
of Caa* introduces1 ¡nto the mixture. AIso, it is to be noted
that, after a 5-min incubation period with 10"* M externa!
Ca1*, which lowers the level of internal Ca2* (22), the rate of
respiration in tbe presence of ADP and arsenate is higher
tban that obtained witb ADP and phosphate. Tbe data of
Table II also indicate that the rate of oxidative phosphoryla-
tion is 20% faster tban the rate of arsenylation after a 1-min
preincubation, which is in accord with previous reports (26,
28, 29, 35-37). However, when mitochondria were preincu-
bated for 5 min at 10"9 M Ca'*, the rate of respiration in the
presence of ADP and ASJ is 27% higher than that obtained
with ADP and phosphate. Therefore, the data show that the
rete of respiration is modified by the level of extrami toe hon-
drial Ca!* only in conditions in which ADP determines the
rate of respiration. These resulta suggest that Ca2* levéis
modify mainly the functioning of the adenine nucleotide
translocator.

Catalytíc Constante for Oxidative Phosphoryht'on and Ar-
senylation—A double reciproca! plot of the rate of respiration
at various concentrations of phosphate and arsenate is shown
in Fig. 1. In the Líneweaver-Burk plot, two clearly distinguish-
able slopes were detected; in a kinetic study of" oxidative
phosphorylation, Stoner and Sirak (38) noted a similar down-
ward curve. These authors interpreted tbese findings as dif-
ferent affinities for phosphate during oxidative phosphoryla-
tion. Using the second slope of the data in Fig. 1, the kinetic
parame t í re depicted in the figure were calculated. Apparently,
oxidative phosphorylation has a 14% higher catalytic capacity
than arsenylation in the absence of added ADP. In contrast,
arsenylation plus ADP shows a higher V ^ and a Km for
arsenate 70% lower tban that for phosphate in oxidative

TABLE II
Rote of respiration stimxJaled by ADP and As¡ at two Ca**

eoncenírations
Mitocbondria were iocubated in tbe conditíons described in tbe

legend to Table I, eicept that the concentration of Ca** and the time
of preincubatioD were os indicated.

CarboiyB-
t rao vi oside

Oxidaüve
phMphor/lation

Oiidntive
arKnylstioo

Oiidatíví
nrsenylíüon

(+ADPI

pnwi mg~'
0

50
167

136
127

17

116
115
106

1S0
172
100

Addilion

Afü
As¡ (+ ADP)
P. + ADP

Rale oí

i<r*uíV
1 nún"

1

122
209
252

5lB¡D'

larutalortis
125
183
144

10-" M

lrnin*

'• O mg~* mirt"1

117
211
240

5 min*

131
204
205

' Pie incuba tioD time.
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FlC. 1. Kinetics of milochondria) oiidalive pbosphoryla-
oD and arscaylation. The el per: mental delails are describid in
p !f?end to Table ].

phosphorylation, and the cfltalytic constant \'^Km is 3.5
times hipher in arsenylation (+ ADP) tban in oxidative phos-
phorylation.

Eialuatíon of Mulñple Control Poirtts ofOxidative Phospho-
n.ícr:.-ir. and Aner.\!a:íon—The quantilative analysis of con-
trol of a metaboüc pathway l9-12) introduced by Tager and
co-wori;ersU3,341 formitochondrial ATP symhesis wasused
here. The valúes of flui-conirol coefficient (see Ref. 39 for
new terminology in the metabolic control theory) for ihe
adenine nucleotide translocator and the ATP synihase of
milochondria incubated in 10"* and 10"9 M einemal Caf" were
üeícribed before (22). These results were conñrmed (Table
1I¡). Ii should be noted thai ihe concentraron of Ca2" modu-
lates in a reciproca! fono the fluí-control coefficient eierted
by the adenine nueleotide translocator and the ATP synthase.
!• addition, it is w be noted that cytochrome oxidase and í>-
(i complex also contribuí* in an important forro lo the control
of ihe ratí of ATP synthesis, but that the valué is not modified
by enema! Ca'* concentration.

The litration curves from which tbe valúes of Table III
«ere calculated are shown in Fig. 2. For reasons unknown,
the valúes obtained for the b-c: compleí and tbe dicarboiylate'
carrier are significantly different from those obiained by
Tager and «vworkere (13, 14). In different experimenta, the
C. valúes for 10~* M Ca=" eierted by the b-c, compies using
HQNO were 0.40, 0.33, and 0.46. At 10"* M Ca'", valúes were
0.34, 0.27, and 0.26. Titration with antinayein, another inbib-
iwr of the b-c¡ compleí (48). also gave a high valué of the
fluí-control coefficient. Malau; was considered a specific in-
bibiior of the dicarboiylaW carrier on the rationaie that
milochondria in the presence of rotenone would be unable to
oiidize malate, and tbat malate could compete n-ith the influí
of succinaw (43, 44). ID different eiperiments on the effect of
nialate, the valúes obtained for tbe flux-control coefficient
eiened by the dicarboiylate carrier at 10~" M Ca'* were 0.04
and 0.03, and at 10"6 M Ca", 0.11 and 0.04. The valúes
deiennined for this carrier using mersalyl, phenylsuccinate,
and n-butybnalonate confirmad that the djcarboxylate carrier
eneneda low control of the raieof oiidative phosphorylation.

From titrations with oügomycin, ii has been reponed (49,
501 that the ATP synthase does not eiert significan! control
of state 3 respiration {however, see Ref. 51). In our experi-
mental candiüons and using also oligomyein, thLs seems to be

TABLE HI
F!¡¿i-ronirü! civ//ifi<-i.' o/nsfi-uí i í íp i in üiíaaiti.cp'i<.<>r>ñi'O'̂ [H}N

Flux-control coefficients were calculaicd occordinp to Ref. 13 usinp
the data of Fig. 2 and oiher tiiraiion cunes nith ihe índicaied
inhibimrs loot sho»-ni. The es'.Unaiion of O valúes w*s done mea-
suiinj; the slope of ihe inhibition curve at the lowest concentrations
of inhibilor used. and reía tí ng it co ihe utiinhibiled activilv and oiher
kinetíes paiameterí depending on the kind of iniiibilor used, following
vhe considerations of Ref. 13. The foUowing K¿ were used for the
calculations: azide. 250 i<M at pH 7.20 (40); cyanide. 10 fM (tbifi was
deiermined in the conditioasemployed hereby measuring cjTochrome
oxidase actíviw as described in Ref. 41); HQNO, 64 TIM (42); Ar-
éthylmaleimide, 60 «iM (deumiinetl from the iñhibitíon curve); tnal-
aie. 0.23 mM (43); mersalyl. 5 »M (43); phenylsuccinste, 0.T1 mM
(441; n-burylmalonaie, 0.35 mM (44). The following K» valúes »ere
used: P,. 1.6 mM (45); succinate, 1.J7 mM (43); As,. 0.34 mM (see Fig.
1). Carboiyatractyloside (31, 321, oligomycin (46). and antimyein (47)
wete considerad irreversible inhibitors. The symbols C and NC indi-
cal* cúiopetitive and noncompetiiive inhtbiiors, respectívely.

Eni>-me

ATP/ADP
carrier

ATP synihase
Cytochronje

oiidase
o-c¡ complex

P, carrier

Dicaiboiylale
carrier

1C =

10-* M

0.32

0.31
0.16
0.27
0.30
0.50
0.08
0.03
0.03
0.09
0.OS
0.00

1.02-1.47

10"* u
C a "

0.48

0.05
0.20
0.23
0.27
0.43
0.12
0.05
0.05
0.14

1.16-1.46

Inhibilor

Carboxya i raciy loside

Olígomvcin
Azide (NC)
Cvanide (NC)
HQNO (NC)
Antiniycin
Arsenate (C)
.V-Etbvlmaieiinide (NC)
Malau (C)
Mersalyl (NO
Butylmalonate (C)
Phenykuccinaw (O

ihe case at 10~* M Ca2*, but at I0"8 M Ca**, the contribufion
of the ATP synthase is high (Table III). In various experi-
ments, the valúes obtained at 10"9 M Ca2* were 0.32 and 0.31,
wbüe at 10"* M Ca1*, the values obtaiiied ranged between 0.01
and 0.14.

The fluí-control coefficients of severa! of the reactions
in volved in oiidative arsenylation were also calculated from
titrations with various inbibitors (tbe titration curves are
shown in Fig. 3 and tbe resulis of calculations of the fluí-
control coefficient in Table IV). Noteworthy is that the most
itoponant poínt of control of this process is the ATP synthase,
norwithstanding the presence of ADP or externa) Ca'*. In
addition. it is of interest to note that the contribution of the
ATP synthase to the arsenate-stimulawd respiration is about
3 times and approiimstely 12 limes.higher at I0"9 and 10"°
M Ca2", respectively, tban its contribution in oiidative phos-
phorylation (compare data of Tables III and IV). The contri-
bution of the other nieubolie steps to the control of the
arsenate-stimuiated respiration was similar to that deWcted
in oxidative phosphorylatión, except for the case of b-c, com-
pleí, which was lower in the case of the arsenate-stimulated
oxygen uptake.

Vp to this point, the resulta suggest that there is a recíproca!
relation in the control of oxidative phosphorylation between
tbe adenine nueleotide translocator and the ATP synthase.
Indeed, by poising the rate of oiidatíve phosphory'ation at
two different steady-state ¡e '̂els, it was observed that the
comributionof the translocator and the ATP synthase varied
in opposite directions. Moreover, n.-ithout a functional fidenine
nueleotide translocator. as in the case of the arsenate-stimu-
lated respiration, the raain point of control is the ATP sya-
thase. Therefore, it was of interest to esiimate tbe control
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Fie. 2. Inhibí t ion of the rate of otate 3 r espira t ion at two Ca** con cent rations al different enzynüc

steps. Mitochondria werc incubated vritb the indicaled inhitñtois for S mm h¡ the conditions described in the
legend lo Table I at 10"* and 10""4 M Ca1*. State 3 respiraüon was indueed by the addition of 200 pM ADP. In B, 3
fiM rottnone was added.

eierted by the two enzymes at different steady-state rates of
oxídfltive phosphorylation. The ratea, of arsenylation and
phosphorylation were adjústed to differect levéis by varyirjg
the concentration of pbosphate or arsenal* introduce^ ¡uto
the mixture; at each of these concentratíons, titrations with
caxboxyatrartyloside and oligomyein were carried out. From
the slope of the inhibition curve the fluí-control coefficient
was calculated The results (Table V) showed that, as the rate
of phosphorylation tncreased, the contribution of the translo-
cator increased, while that of tbe syntbase diminíshed. In the

arsenylation reaction, it was observed that, as the rate of
respiration increa&ed, the contribution of the syothase to the
regulatioD of the procesa also diminished. It should be noted
that, at all levéis of respiration, the control eserted by the
synthase is signifícantly higher for the arsenylation than for
the phosphorylation reaction.

It has beeo repeatódly observed (26, 28, 29, 35-37) that the
rate of respiration during ATP synthesis is higher than that
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HONO(nM)!

AZIDEfraM) !

TABLE IV

Flus-control coefficirnt of icrioui steps of oiirfaiíi'f arstnylaliar.
Fluí-control coífficients were calculated írom thc data of F¡f. 3

and other titration curves obtained with the indi caled inhibitors (otK
shown) as describid ir thc legend 10 Table III. Other experimental
deiails were alto describid in the legcnd lo Tflble III. C. competitive
inhibitor.

Eniyn*

ATP synthase

Cyiochrome
Olidas*

6'Ci compleí

ASÍ carrier

Dicaiboxylate
carrier

C

itr*u
Ca"

0.74
0.76 (+ ADP>
0.15

0.00
0.02
0.12
0.00
0.05
0.10

VC, = 0.94-1.15

10"" H
Ca»*

0.60

0.10

Inhibitor

Oligoroycin

Azide

HQNO
Antimycín
P. (C)
N-Ethy !maieim ¡de
Malate
Mersalyl

"- 7
W c

O E

2 o

OLIGOMYCIN Ipmol mo"1)

PlC. 3. Inhibí tioo of the rate of arsénate-induced respira-
tion al different eozytnic íteps. Mitochondria «ere incubated
with tbe indicated inhibitois for 5 min at JO"* M Ca** in the media
detailed in the legend 10 Table I. Arsenate-induced respiration was
«tañed by the addition of 2 mN As,- Where indícated, 200 /IM ADP
was added 20 s before Aŝ

induced by ASÍ in tbe presence or absence of ADP. This
observation was confinned. but it was observed tbst, in mi-
tochondria ¡ncubated for 5 min with 10"9 M eitemal Ca1*, the
rite of o 1 ida ti ve phosphorylation declin ed (Table JI and Re f.
22) to a point in which the arsenate-stímulated respíration
became higher- The diminutíon of the rate of oxidative phos-
pboryiation conelates with a dropin the level of interna! CaJ*
(22). ID agreement with previous conclusions (17, 21, 22, 52,
53), it would appear that a main effect of Ca7* levéis on
mitochondrial phosphorylation is on the activity of the ade-
níne nucleotide translocator, since the areenate-stimulated
respiration was not affected by variations in Ca3* lévela.

The quantitation of the flux-control coefficient exert«4J by
tbe various metabotic steps involved in oiidative phospho-
ryiation at two different steady-state rates as determined by
tbe eoncentration of erWrnal Ca5* sbowed that only the
control exerted by the adenine nucleotide translocator and
tbe ATP synthase underwent significant variatíons; more-

TABLE V
Contribution 0/ the translocator of adenine nuckotides and tbe ATP
syntbase to the control of oiidative phosphorytotion and arsenyiation

al different steady-state rotes
Mitochondria were incubated at 10"* M Ca2* in the basic médium

detailed in'the \egtnd to Table I. Different steadv-state races were
fued by adding tbe indicsted concenirations of P, in the case of
phosphorylation or As, in tbe case of arsenylation. Fluí-control
coífficienis were calcuiatcd as índicattd in the legend to Table III,
usíng carboi.vatractylosíde and oligomyein as irreversible inhibitors.
The rates of thc uninhibiied st*ody-siates IFO, ABO) are shoan and
indícate nanoaioms of O mg~' roin"'. After 5 min of incubation with
the ¡nbibitura, either 260 PM ADP or As¡ was sddeA Afler tfak
addition, the rale of oxygen upteke was aeasured.

Afc

mu
0.5
2.0
5.0

Fo

97
112
139

Photpho

TraiulocAlor

0.23
0.33
0.52

C.

ly latino

Sj-nthíue

0.57
0.23
0.20

Arw.

Aso

88
110
127

nylatiOD

SynthaK

0.73
0.70

. 0.56

over, opposite variotions in the control exerted by the syn-
thase and the trsnslocase were also observed when the cate of
phosphorylation was modified by variations in the concentra-
tion of phosphate. In agreement with previous considerations
(38, 54), the observed reciprocal changes that oceur with the
adenine nucleotide translocator and the ATP syntbase as
induced by Ca2' or phosphat* suggest that there is a strong
functional coupiing between the two enzymes, Le. an activa-
tioD .of the synthase would lead to an inverse shift in the
kinetic control exerted by the transloca se and the synthase.

The theory of metabolic control (9-12) describes a quanti-
tative relation between the flux-control coefficients and the
elasticity coefficients (39) of adjacent enzj-mes tbrough com-
mon metaboütes; the elasticity coeffictent of an enzyme being
defined as the "local" response of the rate to a change in the
coneentration in one of the intermedíales (10, 11). Such
relation was named the cohnectivity property (10):

C, t.
C." 1,

where C, and C, are tbe respective flux-control coefficients of
the translocator and the syntbase, and <, and », are the
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^pective elasticity coefficienta toward the common inter-
cedíate, Le. the ATP/ADP intramitochondriai ratio.

The valúes obtained of the CJC, ratios at two different Ca1*
^i p, concentrations are illustrated is Table VI, When the
foncentrations oí Caa* or phosphate were increased, the rate
of oxidative phosphorylation atso augmenta!, and this is
¿kaiacttiued by a higher valué of the CJC. ratio. The incre-
joent in the CJC, ratio with the rate of oxidative phospho-
lylation indi cates that the elasticity coefficient of the synthase
(<,) increases and/or the elaaticity coefficient of the translo-
cator ('i) decreases. As it has been shown that in respiring
oiitochondiia tbe intramitocbondriá] ATP/ADP ratio in-

. creases with the concentraron of phosphate (3), it would
appear improbable that the higher tjt, ratio is due to a
díminution in (,; this is because the increase in the ratio
occurs in a condition in which the existing higher ATP/ADP
jado would favor the activity of the translocator (however,
see Ref. 55). Therefore, at this stage it would appear that the
high CJC, ratio at high ratee of oxidative phosphorylation is
due to or correlates with an increase in the elasticity coeffi-
cient of the synthase. In other words, it would seem that ATP
synthase has a greater capaeity of response with respect to
variattons in the intramitochondrial pool of adenine nucleo-
tides.

There are reporta that indícate that Ca2* (20, 66) and
phosphate (67) control the hydrolytic activity of the ATP
synthase by modifyisg tbe interaction of the natural ATPase
¡nhibitor protein with the ATP synthase in heart mitochon-
dría and that these interactions affect the rate of ATP syn-
thesis (58,59). Moreover, phosphate and arsenate (60) modjfy
per se the catalytic activity of the ATP synthase. Therefore,
¡t is possible that an important point of control of oiidative
phosphorylation and arsenylation is the regulation of the
activity of the ATP eynthase or the number of active enzytnes
as determine*! by the interaction of the enzyme with the
inhibitor protein. Although the molecular events that oceur
at each of the steps of tbe metabolic pathways and which
account for the overall rate cannot be ascertained at tbis
moment, the present resulta are consistent with the idea (38)
that there is a strong functional relation between the ATP
Eyntbase and the translocator, and that variations in the
catalytic activity of the syntbase influence the kinetic control
exerted by the translocase. The role of the inhibitor protein
in the modulation of the rates of oiidative phosphorylation
and its kiaetic control in whole mitochondria is a problem
that merits detailed studies.

Finally, two points deserve some comment. The first is the
present inability to explain the different flux-control coeffi-
cient eierted by the fc-c, compleí on oxidative phosphoryla-
tion and arsenylation. The second is that, in the theory of
control proposed by Kacser and Bums (9, 10) and Heinrich
and Rapoport (11, 12), the smn of the contributions of tbe
individual steps to the regulation of a metabolic pathway
shotild be a unit; this has been referred to as the summation

TABLE VI

The CJC, ratios of the rate of oxidatwe phosphorylation
The valúes of C, (fluí-control coefficient of the translocator of

adenine nucleotídes) and C, (fluí-control coefficient of the ATP
synthase} were tallen from the valúes shown in the legenda to Tables
111 and V.

2 D M P , ICT* M Ca**

1 0 " M Ca** 1O~* M C a "

0.32

0.20'

0-46

theorem (9, 10). However, in the present studies, the sum of
the control exerted by the individual steps of oxidative phos-
phorylation was found to be higher than one. Tbe possibüities
for obtaining higher valúes have been discussed (Gl), and it
was proposed that substrate inhibition, expansión of the
system, and branched pathways could account with negative
contributions to tbe control of the flux, Le. reactions that
affect the pathway by a lateral draining of the main ñ\a.^i3.f

In the present experimental conditions.jjMfdncTinbibition
would be difficult to postúlate, wbile tbe expanding system
applies to a growing aystem where masses and volumee in-
crease exponentially. On the other hand, the existence of a
branched pathway may well exist in mitochondria, and this
could be the passive penneability of the ¡nner membrane to
protons. It ehould be noted that, if respiration ia evaluated,
H* permeability would exert a positive control, but as it has
been a&sumed that rates of state 3 respiration correspond to
phospborylation rates, passive H* permeability would exert a
negative contribution to the regulation of oxidative phospho-
rylation. The passive H* penneability of mitochondria was
evaluated according to Groen et al (13). Tbis metbod esti-
mates membrane H* leakage through titration of respiration
with FCCP and extrapolation to zero respiration. The intrin-
eic protón diffusion was calculated to be 11-19 DM FCCP in
state 4 conditions. With the latter valué and resultó of titra-
tions with FCCP on state 3 and arsenylation rates, the degree
of control of H* permeability during the operation of oxidative
phosphorylation and arsenylation was calculated and ranged
between 0.04 and 0.12 and 0.11 and 0.23, respectively. Thus,
it would appear that an important point witb a negative
contríhution to the overall control of ATP synthesis is the
intrinsje permeability of the mitochondrial membrane to H*.
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respect to the experimental couditions and resul t s . His observatlon
with respect to the Km for ADP ia commented on p. 7, Unes 16-19. The
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES

La observación principal en el primer trabajo es la de que el Caz

externo puede modular la velocidad de la fosforilación oxidativa mediante

la modificación de los niveles intramitocondriales de Ca2 . Cuando el Ca2

interno disminuye a valores inferiores a 20nmol mg"1 se observa una dismi-

nución drástica de la velocidad de síntesis de ATP. Si se mantiene constan

te la cantidad de Ca2 interno,la velocidad de síntesis de ATP solo dismi-

nuye ligeramente. Entonces una pregunta interesante sería si este efecto

del Ca2 sobre la fosforilación oxidativa es un mecanismo fisiológico de

regulación. En este sentido sabemos que los niveles intramitocondriales de

Ca2 determinados iji situ oscilan alrededor de los 5 nmol mg"1 o menos.

Además, la estimulación de las hormonas alfa-adrenérgicas induce en hepato

citos y otros tipos de células un incremento en la concentración citosóli-

ca de Ca2 ionizado; el proceso de contracción muscular también acarrea un

aumento del Ca2 citosólico. Como ambos eventos celulares requieren de ATP,

entonces el incremento en el Ca 2 + citosólico podría inducir una acumula-

ción de Ca2 en las mitocondrias lo cual conduciría a. una estimulación de

la síntesis de ATP.

Por supuesto que antes de proponer un modelo semejante, requerimos de

saber el mecanismo molecular del efecto del Ca2 en la fosforilación oxida-

tiva. A este respecto, sabemos que el Ca2 estimula ó preserva altas veloci

dades de síntesis en mitocondrias,oxidando diferentes sustratos, en presen-

cia o ausencia de Mg2 ó ATP externos y a cualquier concentración de Pi

(0.5-10mM). La diferencia de potencial eléctrico transmembranal ¿í también

es constante. Por lo tanto, podría sugerirse que el efecto es específico

del Ca2 y no es un efecto secundario. Esto querría decir que el Ca 2 + esta-

ría interactuando directamente con una o varias enzimas de la fosforilación

oxidativa.
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Inicialmente estudie un posible efecto del Ca2 sobre cada una de las

enzimas de la fosforilación, midiendo la actividad con técnicas especificas

ASÍ, para la succinato deshidrogenasa se emplea la reducción de DCPIP en

mitocondrias envenenadas con cianuro, para la citocromo oxidasa se mide el

consumo de O2 dependiente de ascorbato + TMPD en mitocondrias incubadas -

con antimicina; para el acarreador de ATP/ADP, se mide la incorporación de

nucleótidos radiactivos en mitocondrias enfriadas a 4°C. En estas condicio

nes no observe ningún efecto estimulador del Ca2 sobre las enzimas. Todas

estas técnicas utilizan exceso de sustrato y las condiciones de medición no

son semejantes a aquellas usadas cuando se mide la fosforilación oxidativa.

Se puede ver claramente que para evaluar el efecto del Caz sobre la fosfo-

rilación, se requiere estudiarlo en las condiciones en las cuales opera la

vía, sin alterar las concentraciones de los intermediarios. Entonces decidí

analizar el efecto del Ca2 a la luz de la nueva teoría de control descrita

por Kacser y Burns y Heinrich y Rapoport y desarrollada por el grupo de

Wssterhoff y Tager para el caso de la fosforilación oxidativa. Una discusión

mas amplia acerca de los criterios utilizados para estudiar la regulación

de una vía metabólica se desarrolló en la primera sección de la tesis.

Los resultados de esta parte del trabajo se esbozaron en la primera pu-

blicación y se ampliaron en la segunda publicación.

En ese segundo trabajo se realizaron varias observaciones que son cen-

trales en la conceptualización de la nueva teoría de control. Primero, se

describió que la fosforilación oxidativa era controlada principalmente por

el acarreador de ATP/ADP, la ATP sintetasa, la citocromo oxidasa y el comple

jo de citocromos b-ci. El grupo de Tager y Westeihoff había reportado que la

fosforilación era controlada por el acarreador de ATP/ñDP, la citocromo oxida

sa y el acarreador de dicarboxilatos. Como la ATP sintetasa no fue evaluada

por dicho grupo de investigadores, aparentemente la discrepancia sería con el
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acarreador de dicarboxilatos y el complejo b-cj. Nosotros empleamos 4 dife-

rentes inhibidores para determinar el coeficiente de control de flujo del

acarreador de dicarboxilatos, entre ellos el utilizado por Tager y Cois.,

fenilsuccinato; con el complejo b-Cj usamos HQNO y antimicina. Desafortuna-

damente, el grupo de Tager no mostró las curvas de titulación de las cuales

obtuvieron sus cálculos. Esto es importante pues el rango de concentración

de inhibidor pudo ser diferente. Obviamente que si se emplean relativamente

bajas concentraciones de inhibidor, la pendiente inicial de la curva de in-

hibición siempre será muy cercana a cero y por ende el coeficiente de con-

trol; por otro lado, si se emplean concentraciones de inhibidor relativamen-

te grandes, entonces la pendiente inicial de la curva de inhibición será

elevada. Nosotros, arbitrariamente empleamos un valor aproximado del 10% de

la inhibición máxima para la más baja concentración de inhibidor- Esta limi-

tación de la teoría de control no solo es de tipo técnico sino formal, pues

no indica a partir de que valor se debe empezar la titulación. Una primera

aproximación podría ser para el caso de los inhibidores irreversibles iniciar

la titulación del flujo metabfilico con 0.05 a 0.10 del valor de (Umax y pa-

la los inhibidores reversibles con 0.1 K..

Otra observación del segundo trabajo es la de que el Caz solo afecta

los coeficientes de control del acarreador de ATP/ADP o de la ATP sintetasa

de manera recíproca. Cuando se incrementa el Ca2 de 10~9M a 10~6M, la velo-

cidad de fosforilación oxidativa aumenta 30-40% y los coeficientes de control

del acarreador cambian de 0.30 a 0.50 y de la sintetasa de 0.20 a 0.05. El

resto de las enzimas participantes conservan los mismos coeficientes de con-

trol. La variación recíproca del control ejercido por la sintetasa y el aca-

rreador también se observó cuando se incrementó la velocidad de fosforilación

con diferentes concentraciones de Pi. La teoría de control formaliza en la

propiedad de la conectividad, este tipo de situaciones donde dos enzimas es-
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tan conectadas a través de un intermediario comían. Esta propiedad plantea

que los coeficientes de control son una función de la sensibilidad de las

enzimas a los cambios en los metabolitos, es decir de los coeficientes de

elasticidad. Como el cociente C./C aumenta con la velocidad del proceso,
t s

entonces existen al menos dos posibles explicaciones:(1) que el Ca2 y el

Pi (5 As.) activan a la ATP sintetasa, por lo cual esta enzima serla mas

responsiva a los cambios en la relación intramitocondrial de ATP/ADP y me-

nos limitante ó bien (2) que el Ca2 y el Pi(o As.) modifican la relación

ATP/ADP y la sintetasa no esta saturada (e muy grande) mientras que el acá

rreador esta cercano a la saturación (e es muy bajo), con lo cual el co-

ciente ES/et aumentaría con el incremento en la velocidad de fosforilación.

Aparte de requerirse estudios tendientes a dilucidar como el Ca2 y el Pi

(fi As.) afectan la actividad de estas dos enzimas durante la operación de

la fosforilación oxidativa, restaría también por investigar como estos agen

tes podrían activar a la ATP sintetasa y/o modificar el valor de la relación

intramitocondrial de ATP/ADP.

Una observación más es la de que la suma de los coeficientes de control

del flujo es mayor a la unidad en la fosforilación oxidativa a concentracio-

nes de Ca2 y en la arsenilación. La teoría de control plantea mediante la

propiedad de la sumación que una vía no se puede controlar mas alia del

100%, a menos que existan contribuciones negativas de reacciones que drenan

el flujo principal. En nuestro caso, una reacción lateral sería la permea-

bilidad pasiva de los H pues ésta disminuirla el valor estacionario del

ÜM „+. El valor del coeficiente de control de esta reacción lateral al res-

tarlo, correspondió con un valor muy cercano a la unidad para la suma to-

tal. Sin embargo, la forma como se midió la fosforilación y la arsenilación

fue por consumo de oxígeno, y resulta que una mayor permeabilidad de la mem-

brana a los H produciría una mayor velocidad de respiración y no una dis-
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minuci6n del flujo metabolico, como se supone que actúa una reacción con

un coeficiente ele control negativo. Por tanto para comprobar que la permea

bilidad pasiva ejerce un control negativo en la fosforilación oxidativa me_

dida polarográticamente debe evaluarse cuidadosamente la ADP/0 a diferen-

tes grados de desacoplatniento, cercanos a los valores de la permeabilidad

pasiva de H . Otra forma sería medir directamente síntesis de ATP.

Otra explicación para el hecho de que la suma es mas de la unidad es

mas bien trivial: los valores de los coeficientes de control están siendo

sobreestimados. Sin embargo, los valores obtenidos repetidas veces con un

mismo inhibidor o utilizando otros, son consistentes con una suma total ma

yor a la unidad.

Otra observación interesante es que la arsenilación oxidativa es con-

trolada casi exclusivamente por la ATP sintetasa. Esto es fácil de entender

pues esta vía no tiene una dependencia tan estrecha como la fosforilación

de la actividad del acarreador de ATP/ADP. Entonces'en la arsenilación te-

nemos un excelente modelo para estudiar la influencia en una vía de las

transiciones de un estado activo a otro inactivo de una enzima como la ATP

sintetasa. Una conclusión general del trabajo es que el acarreador de ATP/

ADP y la ATP sintetasa determinan el nivel de estado estacionario de la fo¿

forilación oxidativa. Por lo tanto, otro excelente modelo para estudiar la

interacción entre estas dos enzimas y los factores que las gobiernan es

la hidrólisis de ATP en mitocondrias intactas. Supongo que podemos concluir

finalmente que el trabajo desarrollado abre enormes e interesantes perspec-

tivas en el análisis de la regulación metabÓlica y en particular en la

aplicación de la nueva teoría de control en la fosforilación oxidativa.


