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RESUMEN,

En él presente trabajo se estudi6 la modulacién por fosfato sobre los efectos que
tiene el potasio en el metabolismo de mitocondrias aisladas de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Se utilizaron diferentes concentraciones de fosfato para
cada uno de los ensayos, Se observé que cuando no hay fosfato en el medio de
incubacion, el potasio aumenta el consumo de oxigeno en el estado cuatro de la
respiracién, disminuye el control respiratorio y abate el potencial transmembranal
(AW)’. A concentraciones bajas de fosfato, el potasio continia disminuyendo el control
respiratorio y el potencial transmembranal, pero aumenta la sintesis de ATP, Cuando
las concentraciones de fosfato son altas, el potasio incrementa el control respiratorio,
no abate el potencial de membrana y aumenta la sfntesis de ATP. El fosfato no parece
modificar los movimientos de potasio en la mitocondria.
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1, INTRODUCCION.
1.1. Caracterfsticas generales de la levadura,

‘Las levaduras son eucariotes aerdébicos facultativos, unicelulares; cuando usan
glucosa como fuente de carbono las levaduras crecen en condiciones aerdbicas o
anaerdbicas; son organismos microscopicos que difieren de las plantas porque carecen
de clorofila y no llevan a cabo la fotosintesis. Taxonémicamente son dificiles de
ubicar, dadas sus diferentes caracteristicas; por ejemplo, se reproducen por yemas
o por fisién, pero también existen otras que tienen un micelio verdadero o tienen
pseudohifas (pseudomicelio) (Kockova-Kratochvilové, 1990).

Las levaduras tienen como una de sus principales caracteristicas metabélicas
a la fermentaci6n, proceso anaerébico de degradacién de la glucosa, cuyos productos
finales son etanol y CO,. La fermentacién es el mecanismo biolégico mas antiguo por
el que se obtiene energfa a partir de moléculas orgénicas (Lehninger, 1991).

1.1.2, Importancia de las levaduras.

Las levaduras pueden ser cultivadas y empleadas para procesar alimentos y
bebidas. Son importantes en la industria de la panaderia, la fabricacién de vino y
cerveza y en la produccién de quesos. Recientemente se han usado para la
‘manufactura de productos qufmicos, combustibles y una gran variedad de protefnas
(Rose y Harrison, 1987). La facilidad de transferencia de un medio a otro, su ciclo
celular"uriiforme, la regulacién del volumen celular, el facil manejo de su DNA y
RNA, asi como de la sintesis de protefnas, proporcionan a la levadura una gran
versatilidad para ser empleada en el laboratorio (Rose y Harrison, 1987),

Las levaduras del género Saccharomyces cerevisiae son microorganismos
eucariéticos ideales para estudios de biologia molecular. Genéticamente estos
organismos son mds complejos que las bacterias, pero comparten muchas de las
ventajas que han permitido el progreso de la genética molecular de procariontes y
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virus, Algunas de esas ventajas incluyen el que sean organismos unicelulares con
crecimento répido, su tipo de reproduccién, la alta estabilidad que presentan tanto
en estado diploide como en estado haploide, su alta eficiencia de replicacién y la

facilidad para aislar mutantes, un sistema genético bien definido y la alta facilidad
para manipular su DNA (Stevens, 1981).

1.2, Estructura de la mitocondria.

Las levaduras se estudian como un representante y modelo de las células
eucariontes, Poseen nicleo, retfculo endopldsmico, vacuola, aparato de Golgi y
mitocondrias. Las levaduras tienen una pared celular que cubre a la membrana

_ plasmética (Figura 1.1).

Figura 1.1 Estructura de la levadura. Nsnicleo, NMsmembrana nuclear, ERsreticulo

endopldsmico, V=vacuola, GOs=aparato de Golgl, Msmitocondria, CWspared ocelular,
CM=membrana plasmitica, I=slnvaginaclén (Kockova-Kratochvilové, 1900)

En 1957 el término condrisomas de Guilliermond, se utilizé para denominar

‘ divérsos grénulos localizados en el interior celular (Kockova-Kratochvilov4, 19980). Las
" mitocondrias son organelos membranados ovales y de diferentes tamafios: de 0.1 a 0.5

pm por 1 a 2 pm, que se encuentran dispersas en el citoplasma celular. Las
mitocondrias se encuentran en todas las células eucariéticas y su estructura es

4
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similar en plantas, animales y levaduras,

" La mitocondria de Saccharomyces cerevisiae es extremadamente variable en
forma (de esférica a filamentosa) y tamafio (Stevens, 1981) (Figura 1.2), El nimero
de mitocondrias en una célula depende de la fase del ciclo celular estudiada, de la
fuente de carbono suministrada y de la concentracién de oxfgeno. Aproximadamente
el 12 % del volumen total de las células est4 ocupado por las mitocondrias (Stevens,
1981). Cuando la levadura se cultiva aerébicamente en presencia de altas
concentraciones de glucosa, el volumen mitocondrial disminuye a 3-4 % del volumen
celular (Wheals, 1987).

Membrana Crestas
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~ Figura 1.2 Esquema de la estructura de la mitocondria. Se observan cada uno de sus
componentes,

La mitocondria esté formada por una membrana externa y una membranb
interna. La membrana interna tiene una superficie granular y forma pliegues que
penetran al interior mitocondrial; estos plegamientos son llamados crestas. La
membrana externa envuelve a la membrana interna y es permeable a mdléculas de
hasta 6000 Da (Munn, 1974; Werkheiser y Bartley, 1957; De Pierre y Ernster, 1877),
La alta permeabilidad de la membrana externa es causada por la presencia de
porinas, protefnas que forman un canal a través del cual pasan las moléculas (Benz,
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1985; Zalman y cols,, 1980). En contraste con la membrana externa, la permeabilidad
de la membrana interna esté limitada a s6lo algunas moléculas y iones para los
cuales existen procesos de transporte especificos (Chappell y Haarhoff, 1967; La Noue
y Schoolwerth, 1984). '

Tabla 1.1 Algunas de las funciones metabdlicas que se llevan a cabo en cada uno de los
compartimentos de la mitocondria de la levadura

- __ N
Membrana externa Membrana externa
-Oxidacién de aminas arométicas -Monoamino oxidasa
-Blosintesis de cardiolipinas -Ej. Glicerol fosfato acil transferasa
Espacio intermembranal Espacio intermembranal
-Mantenimiento del balance de adenin -Adenilato cinasa
nucledtidos - Nucleésido difosfoclnasa
Nucleésido monofosfoclnasa
Membrana interna Membrana inte
-Fosforilacién oxidativa -La bicapa de fosfolipldon es esencial para
“Transporte de riridln nucleétidos mantener el gradiente de H*. Cuatro
-Transporte de lones com lejos transﬁeren e, tres de los cuales
“Tranporte de metabolitos .g an el J)no de ¢ con la formacién de un
iente de H' y la sintesis de ATP
Matriz P/ATP transl ocqsa
-Oxidacién del piruvato a acetil CoA - niporu rde Ca®* o de K*
-Oxidacién de cuerpos ceténicos y de é4cidos -Acarreador de {)iruvato. antlportador
rasos a Acetil CoA. H,PO/OH', antiportador cltrato/malato, etc.
xidacién de amino 4cidos .
-Parte del ciclo de la urea Matriz
-Procesamiento de protefnas importadas del -El complejo slruvato delhldroxenun
cltosol . 3-cetodcido CoA transferasa
-Sintesis de genes que codifican para el gluuminau. glutamnto deshidrogenasa,
RNA mitocondrial y ulgunas protefnas aspartaw aminotransferasa, a-cetoglutarato

transaminasa
-Carbamilfosfato sintetasa y ornltina
transcarbamilasa
-Proteasas para peptidos sefial especificos
-DNA mitocondrial, DNA polimerasa y
rrimm .Riboso! tos para la
ranscripeién y mduccl

‘ Como se muestra en la Figura' 1.2, en las mitocondrias se forman dos espacios:
un espacio intermembranal y un espacio contenido por la membrana interna. El
espacio contenido por la membrana interna se denomina matriz mitocondrial. El

sistema de membranas contiene a la gran mayorfa de las protefnas mitocondriales,

~ al grado que la membrana interna contiene un 65 % de protefnas y un 35 % de
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lipidos. En la matriz mitocondrial se encuentra el DNA mitocondrial, los ribosomas,
las enzimas del ciclo de Krebs y de la f-oxidacién (Kockova-Kratochvilova, 1980). En
cada compartimento de la mitocondria se llevan a cabo diferentes funciones
metabélicas especificas necesarias para el crecimiento de la levadura (Netter y cols.,
1974) (Tabla 1.1).

1.3. Principales funciones metabélicas mitocondriales.

» En la mitocondria se efectiia el metdbolismo aerdbico de la célula, incluyendo
é ' el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa, que es la via metabdlica que produce la
el mayor cantidad de energfa en la célula al oxidar al NADH+H* y al FADH, producidos
por la glucdlisis y el ciclo de Krebs. En la cadena respiratoria, el aceptor final de '

electrones es el oxigeno y se forma H;0. La fosforilacién oxidativa produce una
cantidad de energfa veinte veces mayor que la que se produce en cualquier proceso
2 anaerdbico. En la Tabla 1.2 se enumeran los principales procesos metabdlicos que se

efectiian en la mitocondria,

Tabla 1.2 Principales pasos y vias metabélicas mitocondriales para la produccién de
energia (tomada de Prebble, 1881);

' P
B

& N°, Funcién
; S 1 La descarboxilacién oxidativa del piruv CoA.
llt . 2 La_oxldacién de los dcidos grasos a acetil CoA

3

.| El ciclo de los 4cidos tricarboxflicos, que convierte cada molécula de acetil CoA
en CO,, reduce tres NADH + H*

4 | La cadena re?iratoria. que catallza la oxidacién de los cofactores reducidos,
+H'y FADH,, forman:lo H,0 al combinar los electrones con el oxfgeno
8 ge g AVEs de ig .

formando un gradiente

2 emnp
5 La produccién de ATP acoplada al fradienu de H* producido por la cadena
. resgimtoria| que se lleva acabo en la FI'Eﬂ ﬂm‘ﬁ"

Como se observa en la Figura 1.3, estos procesos se encuentran ligados; la

HULOCOT]

mitocondria también tiene un papel importante en otros procesos como el
metabolismo del nitrégeno y otros sistemas biosintéticos (Prebble, 1981),

7
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El ciclo de Krebs es la via final comin para la oxidacién de diversos sustratos
que en su mayorfa entran como acetil CoA; todas las reacciones de esta via se llevan
a cabo en la matriz mitocondrial. En el ciclo de Krebs se sintetiza un GTP y hay
cuatro reacciones de 6xido-reduccién en las que tres pares de electrones son
transferidos al NAD* y un par al FAD' para dar 3 NADH+H* y 1 FADH, que entran
a la cadena de transporte de electrones, donde transfieren sus electrones al O,,
reoxiddndose y generando tres moléculas de ATP por cada NADH+H' y dos moléculas
de ATP por cada FADH,, De esta forma, un total de doce fosfatos de alta energia son
ligados en el ciclo por cada acetil CoA que ingresa a la cadena para ser oxidado a

H,0 + CO, (Stryer, 1988),

Piruyato

W
\ Acetil coensima A

llfquivnlenul reducteres 1 0, ATP
v N o
Mairiz [Cadena res
*J
Espacio intermembranal l l .
t ot ot
H H H wt

Figura 1.3 El esquema muestra la relacién que guardan entre sf las vias metabolicas
efectuadas en la mitocondria. El cual incluye el ciclo de Krebs en el que se producen

~ equivalentes reductores (NADH+H' y FADH,) que entran en la cadena respiratoria donde

se traslocan protones (H') al exterior y se genera agua. Esto gradiente de protones es
aprovechado por la F,-F, ATP sintetasa.

La limitada permeabilidad de la membrana interna es importante para dos

aspectos relacionados con la funcién mitocondrial. El primero permite la existencia

de'un compartimento metabélico interno distinto al del citosol, aunque conectado por
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mecanismos de transporte (La Noue y Schoolwerth, 1984). El segundo es que la
limitada permeabilidad de la membrana interna es esencial para generar un
potencial de membrana y un gradiente de pH (Mitchell, 1979; Slater, 1987). Estos
'gradienws no solo participan en la produccién de ATP (de acuerdo con la 'hipétesis
quimiosmética), sino también dan la energfa para los sistemas de transporte
- especificos para los iones y los metabolitos (La Noue y Schoolwerth, 1984; Williamson,

1976), dando como resultado una diferente composicién de estos en la mitocondria con

respecto a la del citosol. En el caso del potasio (K*), su concentracién estd regulada

por sistemas de transporte que lo mueven hacia adentro o fuera de 1a mitocondria de
. acuerdo con las necesidades metabélicas de la célula (Figura 1.4) (Halestrap, 1989).

1.4, Estuctura de la cadena respiratoria

La cadena transportadora de electrones est4 constitufda por los siguientes

~ componentes oxido-reductores: grupos hemo (a, b, ¢, y c), grupos fierro-azufre (Fe-8),

mononucleétidos de flavina (FMN), flavin adenin dinucleétidos (FAD) y dtomos de

cobre (Cu,, Cu,y), los cuales se encuentran asociados a complejos oligoméricos de las

protefnas, Estos 1ltimos estdn formados por un diferente mimero de polipéptidos y

se encuentran parcialmente embebidos en la bicapa lipidica de la membrana
mitocondrial interna (Gonzélez-Halphen y Vazquez Acevedo, 1990).

HP

NavH+H ¥ HY

on’

’ Figura 1.4 Interpretacién quimiésmotica del flujo de K° a la mitocondrial.
Dependiente de un gradiente de H* (ApH) por el antiportador, y dependiente del potencial
transmembranal (Ay) por el uniportador (Tomado de Diwan, 1987),




En la fosforilacion oxidativa, 1a sintesis de ATP est4 acoplada al gradiente de
protones formado a través de la membrana interna mitocondrial. De acuerdo con
Hatefi (1985), el proceso en conjunto es catalizado por cinco complejos. cuatro son
complejos respiratorios: el complejo I (NADH-CoQ reductasa), el complejo II
(succinato-CoQreductasa), el complejo Il (CoQH,-citocromo c reductasa)y el complejo
IV (citocromo ¢ oxidasa), Estos complejos estdn funcionalmente unidos por dos
acarreadores de electrones méviles, la ubiquinona y el citocromo c, los cuales
transfieren equivalentes reductores del complejo I o II al complejo III y del complejo
111 al complejo IV secuencialmente. El complejo V cataliza la sintesis de ATP y se
denomina F,-F, ATP sintetasa (Figura 1.5).

Matriz mitocondrial

+
NADH 1} Buceinato

Fumurato

NADI-CoQ

reduclasa

Complejo 111
Complejo 1

. R H
1/2034-2" ‘go

1

i W
Sitio 1 Sitio 11 Sitio I1I
Espacio intermembranal

Figura 1.5 Arreglo de los cuatro complejos mplri»ﬂoo o1 la membrana interna
mitocondrial de mamiferos. Complejo I (NADH-CoQ reductasa), Complejo 11 (SBuccinato-CoQ
reductasa), Complejo 1l (CoQ,-citocromo ¢ reductasa o complejo be,), Complejo IV
(Citocromo c oxidasa) y la ATP sintasa o complejo V. Los complejos estén unidos
funcionalmente por la ubiquinona (Q) y por el citocromo ¢ (Cit,) También se muestran los
sitios de traslocaclén de protones Sitio I (NADH-CoQ reductasa), Sitlo II (CoQ,-citocromo
¢ reductasa) y Sitio 111 (Citocromo ¢ oxidasa).
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En las mitocondrias de levadura, los complejos Il a V se encuentran presentes

y son semejantes a los descritos para los mamiferos; por otro lado, el complejo I no
se expresa en Saccharomyces cerevisiae y en su lugar existen dos NADH
deshidrogenasas, una externa y una interna (Hatefi, 1985). Ninguna de elles estéd
acoplada a la fosforilacién oxidativa; es decir, no bombean protones; los anticuerpos
preparados contra el complejo I de bovino no reaccionan contra la mitocondria de
levadura (Schagger y cols,, 1985) y ademés las NADH deshidrogenasas de levadura

Saccharomyces cerevisiae no son sensibles al inhibidor rotenona (Marres y cols,,

1990). El complejo I de los mamiferos tiene un peso molecular de 830 kDa y posee 41
polipéptidos diferentes de los cuales 7 son codificados por el DNA mitocondrial y los
restantes por el DNA nuclear (Figura 1.5) (Runswick y cols,, 1991),

El complejo II tiene un peso molecular de 140 kDa y estd formado por cuatro

~ ocinco polipéptidos diferentes, codificados por el DNA nuclear; es un componente del

ciclo de los acidos tricarboxilicos y de la cadena respiratoria de procariontes y
eucariontes, Es el tinico componente del ciclo de Krebs que se encuentra asociado a
la membrana interna mitocondrial y su funcién consiste en donar equivalentes
reductores a la cadena respiratoria a través de la poza de quinonas (Hatefi, 1986)
(Figura 1.5).

El complejo III (o complejo be,) fue aislado de mitocondrias de mamifero por
Hatefi y cols. (1962); cataliza la transferencia de electrones de la CoQ al citocromo ¢

acoplada a la translocacién de H*; el proceso es sensible a antimicina-A (Beattie y

Villalobo, 1982). El complejo III contiene tres diferentes proteinas con grupos redox:

el citocromo b, el citocromo ¢, y la ferro sulfoprotefna de Rieske (Figura 1.5) (Siedow
y cols,, 1978). La transferencia de electrones a través del complejo I1I est4 acoplada

~a la translocacién de protones. La hipétesis formulada por Mitchell (1961) requerfa

de electrones y protefnas para atravesar la membrana via un circuito redox, en el
cual el transporte vectorial de protones se acopla a las reacciones redox en el

kcitocromo be, de la cadena respiratoria. Se han propuesto varios mecanismos para la

translocacién de los protones; el més aceptado es el ciclo Q propuesto por Mitchell
(1978). .
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Como resultado neto de 1a oxidacién de una molécula de QH,, se reducen dos
citocromos ¢ y se traslocan 4 H* al lado positivo de la membrana (Trumpower, 1990a;
Trumpower, 1990b), :

El complejo IV o citocromo c-oxidasa (Figura 1.5) cataliza la oxidacién de cuatro
citocromos ¢ para reducir una molécula de oxigeno, que ademés recibe cuatro H*
produciendose dos moléculas de agua. Esta reaccién irreversible es el paso final de
las series de reacciones redox involucradas en la respiracién, (Wikstrom, 1977). El
complejo IV tiene un peso molecular de 225 kDa, y esté compuesto por 14
subunidades, Las subunidades I, II y III son codificadas por el DNA mitocondrial y
las restantes son codificadas por el DNA nuclear (Power y cols,, 1984a),

En la cadena respiratoria, el transporte de electrones se lleva a cabo,
probablemente por las miiltiples colisiones de los componentes redox: los cuatro
complejos respiratorios, la ubiquinona y el citocromo ¢ soluble (Hackenbrock y cols.,
1986). De esta forma, la energia quimica de la respiracién se transforma en un
gradienbe electroquimico de protones a través de la membrana interna mitocondrial.,
Esta energia es capturada por el complejo V (ATP sintasa 6 ATPasa sensible a

: ohgomncma) que la utiliza para promover la unién entre el fosfato (Pi) y el ADP para

formar ATP (Mltchell 1961).

El complejo V 6 F,-F, ATPasa, se encarga de sintetizar ATP; esta es una
reaccién reversible, que utiliza el gradiente de protones para sintetizar ATP, o bien
hidrolizar ATP para generar un gradiente de protones, (Figura 1.5) (Nichols, 1982).
La ATPasa consta de un segmento hidrofébico membranal (F,) que conduce protones
a través de la bicapa hasta el segmento catalitico (F,) que lleva a cabo la unién del
Pi al ADP para formar ATP. Cada uno de estos segmentos se puede estudiar por
separado, una vez disociados, la sintesis de ATP ya no puede llevarse a cabo, sin
euibargo, la F, retiene la capacidad para hidrolizar ATP y la F, adn puede
transportar H*, En algunas circunstancias la enzima hidroliza al ATP para generar
un gradiente de H',

La porcién F, tiene una estructura globular de unos 9 nm de didémetro que
sobresale de la membrana (Gogol y cols,, 1989); est4 formada por tres subunidades
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a y tres subunidades B dispuestas alternadamente, més una zona central a la que se

-adosan asimétricamente las subunidades y, 8 y e (Dreyfus, 1990),

El estudio de la funcién de cada uno de los complejos que participan en la
fosforilacion oxidativa se facilité por el uso de inhibidores especficos de cada complejo
(Figura 1.6). La rotenona es un producto vegetal usado para matar peces (en Japén)
que inhibe el paso de electrones en el complejo I. La antimicina A es un antibiético
que inhibe el paso de electrones a nivel del centro N (negativo) del complejo III. El
mixotiazol inhibe el sitio P del complejo be,. El cianuro, el monéxido de carbono y las
azidas son inhibidores del paso de electrones por el complejo IV, La oligomicina es un
antibidtico que inhibe a la F\-F, ATPasa uniéndose a un sitio especifico del segmento

transmembranal de la enzima (Hackenbrock y cols,, 1986).

Matriz mitocondrial
NADH+ l{' Huceinnle

Fumarate

teno no

.qto

Espacio intermembranal

Figura 1.6 Representacién esquemética de los sitios de accién de algunos inhibidores

_ de ln fosforilacién oxidativa. Con mimeros romanos se muestran los complejos respiratorios

e letras itdlicas se muestran algunos inhibldores especificos de cada uno de los

o complejos También se flusira el efecto de los desacoplantes en la traslocacacién de

protones,
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También se han empleado compuestos denominados desacoplantes, que tienen
efectos sobre la fosforilacién oxidativa a través de sus acciones sobre la diferencia de
cargas que se forma a través de la membrana; reciben este nombre porque eliminan
la diferencia de potencial existente entre un lado y otro de la membrana interna de
la mitocondria; entre los més importantes se encuentran el DNP, el CCCP, el FCCP,
el 1799, etc. Algunos ionéforos también sirven como desacoplantes; por ejemplo se ha
visto que la valinomicina (ionoforo de K*) induce la respiracién inhibida por
oligomicina, también la antimicina A a altas concentraciones es desacoplante. Estas
sustancias cumplen con uno de los principios béasicos de la hipotesis quimiosmética,
el cual implica que la fosforilacién oxidativa puede ser desacoplada cuando la
diferencia eléctrica y la concentracién de protones a través de la membrana tienden
al equilibrio (Mitchel, 1961),

1.5. Mecanismos del transporte de iones.

La aparicion de la hipétesis quimiosmética produjo un gran cambio en la forma
de interpretar los mecanismos del transporte de los iones. Para que un ion sea
transportado a través de una membrana se necesita un sistema de transporte y una
fuerza impulsora, Esta fuerza puede ser un gradiente de concentracién, un potencial
eléctrico, energia metabélica, o una combinacién de éstos. Los transportadores de la
membrana son protefnas que funcionan por diferentes mecanismos: a) uni)portadores
(implica el transporte de un solo i6n), b) simportadores (donde se acopla el transporte
de dos 0 m4s iones en la misma direccién o de un ion con una molécula neutra) y, ¢
antiportadores (donde el transporte de un ion estd acoplado al transporte de una o
varias especies en direccién opuesta) (Figura 1.7) (Nichols, 1982).

A partir de estos mecanismos se puede realizar otro tipo de nomenclatura del
transporte, segin la diferencia de cargas que pueda generarse a través de la
membrana. Cuando no hay transferencia neta de cargas a través de la membrana
como consecuencia del movimiento de los iones se habla de un transporte
electroneutro; este tipo de mecanismo se presenta cuando se transportan un anién y

14




W | , un catién por un simportador o cuando se transportan dos iones con la misma carga

; a través de un antiportador, Por otro lado, si hay una diferencia de cargas a través

de la membrana provocada por el movimiento de iones, se habla entonces de

: f: transporte electrogénico; es decir, puede generar un potencial de membrana, o los
| iones transportados abaten un potencial preexistente (Nichols, 1982).

; Yo Unlportador

] f' Cat

g ‘ ’ Simportador »

i . Pr

i : Antiportsdor N
H- '

Figura 1.8 Clasificacién del transporte fonico, Como ejemplos se muestra el
uniportados de Ca **, el slmportndor Pi/H' y el antiportador Na'/H"*. k

El acoplamiento que existe entre los transportadores de iones con el
metabolismo es muy alto, el transporte activo, implica el transporte dependiente de
procesos metabélicos, pero no incluye todos los tipos de transporte de iones a través
de membrana. La entrada de iones no requiere necesariamente la existencia de una :

" bomba; puede también estar impulsada por una diferencia de potencial en la f
meinbrana, o por la diferencia de concentracién de iones existente de uno y otro lado ' |

de la membrana, que puedan provocar su entrada a favor de ese gradiente (Nichols,
1982).

L6. Importancia e interaccién de diversos iones en la mitocondria.

Algunos compuestos orgénicos e inorgénicos difunden a través de 1a membrana -
. o interna mitocondrial sin necesidad de la existencia de un acarreador especifico; entre
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ellas se encuentra el oxigeno, el agua, la urea, el etanol y el amoniaco, Los
metabolitos con carga difunden lentamente a través de la membrana, pero otros
compuestos requieren acarreadores (Guérin, 1991).

Lehninger (1949) reporté que los iones Ca®* desacoplan la fosforilacién
oxidativa (estimulan la respiracién e inhiben la sintesis de ATP), Posteriormente se
demostré que la mitocondria aislada contiene K' y Mg"*, y que la deplecién de esos
jones inhibe la respiracién (Prebble, 1981). El papel del K* en la mitocondria se ha
estudiado usando jonéforos de potasio como la valinomicina y la nigericina. La
mitocondria también contiene aniones tales como los fosfolfpidos de la membrana,
ortofosfato, difosfato y adenfn nucleétidos (Prebble, 1981), Este gradiente de iones es
indispensable para ciertas actividades enzimaticas, la regulacién del volumen y la
generacién de potenciales de membrana (Kasner y Ganz, 1992),

La mitocondria puede regular su metabolismo mediante el movimiento de
iones, Hay iones como el Ca**, que regulan las funciones mitocondriales (Uribe y cols.
1991), Entre los iones més importantes se encuentran el K*, el Ca**, el Na’ y el Pi’,
Generalmente estos iones son transportados por acarreadores especificos localizados
en la membrana interna mitocondrial, Los cationes monovalentes regulan la
fosforilacién oxidativa de mitocondrias aisladas de diferentes fuentes (Peiia y cols.,
1964), '

La utilizacién de moléculas que catalizan el transporte de iones a través de
membranas biolégicas ha proporcionado una herramienta para estudiar el movimiento
de iones en diferentes organelos celulares. De acuerdo al mecanismo de accién de

-estas moléculas, estas pueden ser divididas en: a) ionéforos, aquellos compuestos que

incrementan la permeabilidad de la membrana a los iones porque los acarrean a

~ través de la membrana; mueven cationes como el K*, el Na*, el Ca*’ y el Mg**; b)

formadores de canales, los cuales alteran la estructura de la membrana formando
canales por donde pasan los iones por difusién. Los ionéforos pueden ser clasificados
a su vez en neutros y carboxilicos. Dentro de los ionéforos neutros se encuentran la
valinomicina, la enantina, etc.; y en los ionéforos carboxilicos se encuentran la
nigericina, el A-23187, la monensina, etc,




Los ionéforos traslocan iones de un lado a otro de la membrana electroneutra
6 electrogénicamente. Por ejemplo, la traslocacién de un catién por un ionéforo neutro,
como la valinomicina, puede generar un gradiente eléctrico porque se trasloca una
especie idnica cargada como el potasio (K*) de un sitio en el que la concentracién del
cation es mayor a otro de menor concentracién sfn que se mueva un anién en sentido
opuesto (Moore y Pressman, 1964). Por esto se genera una diferencia en el potencial.
Los ionéforos carboxflicos no inducen una diferencia en el potencial a través de la
membrana porque intercambian un catién por un protén de un a otro lado de la
niembrana (Goémez Puyou y Gémez Lojero, 1977).

1.7 Requerimiento del Potasio (K') en la mitocondria

El potasio es uno de los cationes méas abundantes en la mitocondria. En las
mitocondrias de mamifero alcanza una concentracién de 100 a 120 mM (Diwan, 1988),

Este catién parece ser necesario para la actividad del complejo‘l de la cadena
respiratoria y la de la ATPasa de la mitocondria (Uribe y cols., 1991). Se ha visto que
el K* estimula la hidrélisis y la sintesis de ATP por la F,-F, ATP sintetasa en
mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae. (Uribe y cols., 1991). El efecto observado
sobre la cadena respiratoria puede ser provocado por otros cationes monovalentes
(Pena y cols, 1964). N

En las mitocondrias de mamifero se ha descrito un antiportador K'H*, que
cataliza la entrada del potasio al citosol, y un uniportador que transporta K* a la
matriz mitocondrial (Brierley y cols.,1984). Estos dos, en conjunto con el movimiento
paralelo de aniones permeantes; como el fosfato, parecen ser responsables de la
regulacién del contenido y la acumulacién del K* intramitocondrial, in vitro (Garlid,

- 1979). El significado de estos resultados para la célula in vivo, no ha sido definido.

Garlid (1980) propuso que el Mg** inhibe al antiportador K*/H"*. El flujo de K*

‘hace que aumente o disminuya el volumen de la matriz mitocondrial por la

estimulacidn del antiportador, Se ha demostrado que al agregar quelantes para Mg**,
como EDTA y A23187, se provoca un flujo de potasio que estimula a! antiportador
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(K*/H*) y al uniportador de K* (Jung y Brierley, 1988). 8in embargo, Brierley y cols,
(1984), encontraron que depletar a la mitocondria de Mg** puede tener efectos
inedpecificos en la pénneabilidad de ]a membrana, ya que ésta se desestabiliza en
ausencia de Mg"".

+
+

H
Mi* \ 4 Mg’\‘
Matriz\ \

H N
Citosoi //tr’b’\‘\ &L)_'

Quinina

K
A

DCCD v
KO

Fig. L7, Sistemas de transporte de potasio descritos para las mitocondrias de
mamifero. Un antiportador que funciona sacando K' a cambio de un H', el cual es

bloqueado por Mg**, DCCD y Quinina. Un uniportador que funciona cuando se generah un .
" potencial de membrnna (Ay) metiendo K, ee inhibido por Mg** y quinina,

-La acumulacién del potasio en la mitocondria depende de energia (Brierley y
cols,; 1971); al bloquear la respiracién mitocondrial disminuye la entrada y ia salida
de potasio y otros cationes (Chévez y cols,, 1977).

‘De acuerdo con la teorfa quimiésmotica, el uniportador de K* funciona
mediante la generacién de un potencial de membrana (Jung y cols,, 1977) y el
antiportador funciona mediante la generacién de un gradiente de pH (Chévez y cols.,
1977).. El flujo unidireccional de K* cuando la mitocondria est4 respirando es

' satui‘able con respecto al K* externo, Para mitocondrias de higado la Km aparente del

K' es de 5 mM y en corazén la Km aparente es de 12 mM (Diwan, 1987). Este ﬂqio
de potasio se inhibe competitivamente por el TI* (similar en tamafio al K*) (Diwan,
1987). El flujo del potasio por el uniportador se inhibe por Mg** y se activa por la
adicién de EGTA. La quiniha (catién orgdnico) inhibe parcialmente el transporte de
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potasio por el uniportador (Diwan, 1986). Diwan y cols, (1988) purificaron una
protefna de 53 kDa que funciona como uniportador. Martin y cols, (1984), aislaron
una proteina de 82 kDa que corresponde al antiportador, al cual se le han adjudicado
varios efectos, como el hinchamiento de mitocondrias no energizadas cuando est4n un
medio con acetato (Villalobo y cols., 1981) . Al eliminar el Mg** de 1as mitocondrias
se estimula el flujo no electrogénico de K*; 1a quinina bloquea totalmente la salida de
potasno a través del antiportador (Diwan, 1986).

Existen varios métodos para determinar el K* en dxferentea modelos, como los
microelectrodos sensibles a K*, el empleo de “Rb* y la resonancia magnética nuclear
los cuales tienen poca aplicacién en algunos modelos celulares. Recientemente se '
desarroll6 un indicador fluorescente sensible a K* denominado PBFI (Minta y Tsien,
1989), qhe permite determinar concentraciones de potasio internas en cualquier

" modelo, con una excelente resolucién, El PBFI aumenta su fluorescencia

proporcionalmente a la concentracién de potasio y se afecta poco en presencia de otro,
tipo de iones como el Na* y el H* (Kasner y Ganz, 1992).

1.8 Importancia y mecanismos de transporte de Fosfato (Pi) en la
Mitocondria.

El fosfato inorganico (Pi) es un anién esencial para el crecimiento y la divisién
celular. Es parte del ATP y del DNA (Westheimer, 1987); es transportado por
acarreadores especificos localizados en la membrana plasmética y en las membranas
de otros organelos incluyendo la mitocondria (Ferreira y Pedersen, 1993).

 Enlas bacterias, la ATP sintetasa produce el ATP en el mismo compartimento
donde va a utilizarse. En los eucariotes las mitocondrias producen el ATP en la

" ‘matriz y tienen que exportarlo al citosol, donde se hidroliza a ADP y Pi. Existen dos

transportadores implicados en el recambio de ATP, ADP y Pi a través de la
membrana interna mitocondrial; el transportador de fosfato, para la captura del Pi,
y la translocasa de adenfn nucle6tidos que cataliza la entrada del ADP a la matriz
mitocondrial y la salida del ATP al espacio intermembranal.
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Existen dos sistemas de transporte de Pi en la membrana interna mitocondrial;
el principal es un simportador Pi/H*, que a su vez sirve como intercambiador Pi/OH
(Wohirab, 1986; Wehrle y Pedersen, 1989). El otro sistema es el acarreador
Pi/dicarboxilato, que es un antiportador electroneutro (Kramer y Palmieri, 1992). El
antiportador puede ser inhibido con reactivos mercuriales, como el p-mercuribenzoato
y el mersalil, y también con N-etilmaleimida (NEM); este transportador de Pi/H* es

' exfraordinariamente activoy la distribucién de Pi, a través de lamembrana, depende

del ApH (Nichols, 1987).

Recientemente se purificé el simportador de PVH' o antiportador Pi/OH'
mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae en forma activa. Este aparece como una
banda de 35 KDa. En contraste con el simportador PiVH* o PiYOH' de mamffero, éste
es insensible a NEM y sensible a compuestos mercuriales, Ambos acarreadores
presentan estructuras sustancialmente diferentes (Guérin y cols., 1990).

Fig. 1.8, Meccanismo de transporte de Pi por la membrana interna mitocondrial, el
cual es llevado a cabo por el simportador Pi/H* (P{/OH').

Se ha descrito que el Pi tiene efectos sobre el transporte de Ca'* en las
mitocondrias de higado y corazén. Al entrar el Pi a la mitocondria provoca que el Ca**
entre (Nicholls y Akerman, 1982). El Ca** forma un complejo con el Pi en la matriz
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mitocondrial (Zoccarato y Nicholls, 1982), acidificando el medio exterior, debido ala
salida de protones generada por la cadena respiratoria. Esos protones se generan en
la matriz como consecuencia de la formacién del complejo Pi-Ca**, La acidificacién del
medio presenta una estequiometria de 1 H*/Ca**, Conforme aumenta la concentracién
de fosfato en el medio, se observa que disminuye la salida de calcio, cuando esta
salida es provocada por la adicién de rojo de rutenio (Zoccarato y Nichols, 1982),
En las mitocondrias de mamffero se ha visto que el Pi estimula la entrada de
K* a la mitocondria energizada; a causa de que la entrada de fosfato provoca una
disminucién en el pH de la matriz mitocondrial esto trae como consecuencia que se
mantenga constante el bombeo de protones por 1a respiracién y que se mantenga el
gradiente eléctrico; este fenémeno se atribuye al transporte de H* por el Pi (o

" intercambiador Pi/OH’) (Jung y cols, 1977). En ausencia de Pi, la entrada de K' se

incrementa al aumentar el pH externo (Beavis y cols, 1985); al inhibir el
intercambiador Pi/OH* con N-etilmaleimida, se incrementa la entrada de K'
dependiehte de pH. Si se activa la fosforilacién oxidativa, al adicionar ADP en
presencia de Pi, se inhibe la entrada de K*, debido probablemente a la reduccién del
potencial de membrana (Jung y cols,1977).

El fosfato no sélo es uno de los sustratos en la sintesis del ATP, sino que
parece participar en los movimientos y en la acumulacién de algunos cationes (Ca**
y K*) (Zoccarato y Nichols, 1982; Diwan, 1987). Esta sola razon hace interesante

* estudiar el papel del fosfato en el funcionamiento mitocondrial; fue por ello que se

decidié hacer un estudio sobre el tema en las mitocondrias de levadura.
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo General.

Caracterizar la interaccién del fosfato (Pi) y del potasio (K*) y sus efectos sobre
1a mitocondria de Saccharomyces cerevisiae.

2.2, Objetivos Particulares.

Determinar el efecto del fosfato (Pi), por sf solo, o sobre los efectos del potasio
(K*) en la mitocondria de Saccharomyces cerevisiae.

Determinar el efecto del fosfato (Pi) sobre los movimientos de potasio (K*) en
la mitocondria de Saccharomyces cerevisiae.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales:
3.1.1, Material Biolégico.

Como material biolégico se utilizé6 la levadura comercial de panadero
Saccharomyces cerevisiae de la Azteca S. A, de México,

3.1.2. Materiales Quimlcon.

E! manitol, el acido etanosulfonico (MES), la albuimina sérica bovina, el
magnesio, el ADP, el 1799, el carbonilcianin m-clorofenilhidrazona (CCCP), la
emulsién antiespumante, la safranina-O, la antimicina-A y el NADH se adquirieron
de Sigma Chemical Company, St Louis Mo. EUA El succinato, el 4cido fosférico y el
cloruro de potasio, se adquirieron de J. T. Baker , S, A, de C. V., Xalostoc, México,

| 3.2, Métodos:

3.2.1. Medio de Cultivo.

Para llevar a cabo el cultivo de las levaduras se utilizé el medio completo de
Kloet y cols, (1961); se preparé segin la Tabla 3.1. El medio se esterilizé en la
autoclave a 15 libras por pulgada cuadrada durante 20 min. a 120 °C.

3.2.2. Preparacion de las levaduras.

Se peséxrbn 80 gr de levadura (peso himedo) y se colocaron en un vaso de
licuadora junto con aprox, 250 m! de medio de Kloet. Se adicionaron de 8 a 10 gotas

‘de antiespumante y se homogenizé durante 10 seg. a maxima velocidad. El cultivo se

incubé durante 8 horas aplicAndole una aereacién de -3 litros/min en un cuarto a
temperatura constante (30 °C). Posteriormente se centrifugaron las levaduras a 3500
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rpm. durante 5 min,, el botén se resuspendié en agua destilada y se contri(unron
nuevamente a la misma velocidad y tiempo; al terminar se resuspendieron en un litro

de agua destilada para ayunarlas y se continuaron incubando a 30 °C durante 16
horas,

Tabla 3.1 Reactivos utilizados para preparar el medio de cultivo.

| Fosfate de potasio monobasico (KH.PO) 28
Sulfate de Amenjo [(NH),80,) -y
_Sulfato de magnesio (MgSQ,.7H,0) 0513 ¢
| Cloruro de Calcio (CaCl,.2H,Q) 0382g
cto de Jeva , 258
__Lactato de sodio al 50% 7.12 ml
Q_r Jucosa - ‘9 £

3.3. Aislémlento de mitocondrias de levadura.

Después de la incubacién 1as levaduras se centrifugaron a 3500 rpm/ 5 min. y
se lavaron con agua destilada y se resuspendieron en un volumen final de 250 ml de
medio de Manitol 0.6 M, MES 5 mM, BSA 0.1%, pH 6.8 (TEA) a 4 °C. El rompimiento
celular se realizé por agitacién en un fraccionador de celulas Braun utilizando un
vaso fraccionador de 80 ml, al cual se adicionaron perlas de vidrio de 0.45 mm de
diametro hasta la mitad y se completé con la suspensién de levaduras. El pulso de
agitacion fué de 10 seg. bajo flujo continuo de CO;.

Posteriormente la suspensién se decanté y el homogenado se someti6 a

 centrifugacién diferencial para aislar las mitocondrias de acuerdo al esquema de la
- figura 3.1 (Pefia y cols., 1977).
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Homogeneizado

3500rpm
x5 min,
Botén — > Sobrenadante
Sedescarta
9500 rpm
x10 min,
Botén = Sobrenadante
Se descarta
5§500rpm
x5min.
Botén ‘ > Sobrenadante
Sedescarta
12500 rpm
x10min.
Botén ¢ Sobrenadante
Resuspensidn en 500ul : Se descarta

de amortiguador

Figura 3.1 Protocolo de centrifugacién para la obtencién de mitocondrias de
levadura. En todos los casos se usé un rotor ss34 de Sorvall. El homogenelzado se obtuvo
como se describe en métodos. El amortiguador de aislamiento fue, Manitol 0.6M, MES SmM
y BSA 0.1%, pH 6.8 (ajustado con TEA).
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3.4. Determinacién de proteina.

La concentracién de proteina se determiné utilizando el método de Biuret
(Tabla 3.2) (Gornal y cols., 1949),

Tabla 3.3 Reactivos utiiizsados para determinar Ia concentracién de proteina por el método
de Biuret,

| Agua desionizada | 375 ul 125.ul debul
DQC 5% —L25ul 135-“1——

R _25ul _ 2 al
LBiuret =

Una vez preparados los tubos, se agitaron en el "vortex" y se dejaron incubando
a temperatura ambiente durante 15 minutos, Se leyeron en un espectrofotémetro
Beckman DU-50 a 540 nm utilizando el tubo blanco para calibrar el aparato. La
absorbencia se interpolé con la obtenida por una curva de concentracién de albimina
para obtener la concentracién de proteina total.

3.4.1. Férmula para preparar reactivo de Biuret;
- Solucién I ‘En un vaso de precipitado se adicionaron 100 m! de agua
desionizada; 0,375 gr de sulfato de cobre (CuSO,. 5H,0) y 1.5 gr de tartrato de sodio

potasio (Na-K tartrato); se mezclaron por agitacién hasta disolver.

Solucién II, En un vaso de precipitado se agregaron lentamente 7.5 gr de

; hidréxido de sodio (NaOH) y 25 ml de agua desionizada; se mezclaron por agitacién

hasta disolver. :

Cuando ambas soluciones quedaron disueltas, la solucién Il se adicioné
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lentamente a la solucién I, obteniendo una coloracién azul. posteriormente se aforé
a un volumen final de 250 ml, '

3.8. Cohoumo de oxigeno,

E! consumo de ox{geno se midi6 con un electrodo tipo Clark conectado a un
oxfmetro (YSI 56300) y a un graficador Kipp and Zonen Delft BV, La sensibilidad del
electrodo se ajusté al 100% de la escala del oxfmetro como sigue: En una cémara de
vidrio se adicioné amortiguador de manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH. 6,8 (TEA); 10
ul/ml de Pi 1 M pH. 6.8 (TEA); 1 yUm! de MgCl; 1 M. El volumen final fué de 3 ml;
se eliminé todo el aire de la cdmara y como sustrato se utiliz6 1pl de ETOH por m)
o succinato 0.3 M 10 p/ml. El trazo se inici6 para obtener una basal y se adicionaron

" las mitocondrias a una concentracién final de 0.5 mg de prot/ml; se registré durante

3 min, el consumo de oxigeno (Edo. 4) y se adicionaron 2 yl/mi de ADP 80 mM para
generar el estado 3 de la respiracién incubando hasta que el trazo regresa al estado

*4; después se adicioné el desacoplante 1799 § mM 1 pl/mi (5 uM) para obtener el

estado desacolpado
3.6. Determinacién del potencial de membrana mitocondrial (A¥).

La determinaci6n del potencial se llevé a cabo mediante el método de Akerman
y Wikstrém (1976), empleando el colorante catiénico safranina-O como indicador. Las
determinaciones de los cambios de absorbencia se hicieron con ayuda de un
espectrofotémetro de doble rayo (SLM AMINCO DW2000) en modo dual. Las
longitudes de onda a las que se ajustaron los monocromadores fueron 511 y 633 nm.
Se utilizaron celdas de cuarzo de 3 ml con 1 cm de paso de luz. Los experimentos se
realizaron en un amortiguador de Manitol 0.6 M, MES § mM, pH.6.8 (TEA). Como
sustrato se adicioné 1pV/ml de etanol (96 %); 1 pl/ml de MgCl, 1M; 1 plml de
safranina 10 mM; mitocondrias 0.5mg/ml, Se variaron las concentraciones de Pj ( 0
a 8 mM); manteniendo una concentracién fija de KC1 20 mM; volumen final 2 ..
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3.7, Hinchamiento mitocondrial (Swelling).

El hinchamiento xhitocondrlal se midi6 por un cambio en la absorbencia de luz
a 540 nm. E] cambio en absorbencia se determiné en un espectrofotometro de doble
rayo (SLM AMINCO DW2000) en modo split. Todos los experimentos fueron
realizados a temperatura ambiente. En una celda de cuarzo de 3 ml, con 1 cm de paso
de luz; se adicioné buffer de manitol 0.6 M, MES § mM, pH 6.8 (TEA). Como
sustrato se adicioné etanol (96 %) 1pl/ml. Como anién permeante se utilizaron Pf a
diferentes concentraciones (0 a 4 mM) y acetato a las mismas concentraciones.
Adicionando o no KC! 20 mM; volumen final 2 ml,

3.8. Determinacion del potasio extramitocondrial.

Esta determinacién se realizé utilizando un electrodo para cationes

monovalentes (Corning) conectado a un potenciémetro tipo Schlumberger modelo EU-

200-30 y un graficador (Honeywell Electronic, 196). E] experimento se realizé en una
cdmara de volumen variable, manteniendo una temperatura constante de 30 °C con
un bafto circulante (Haake FE2). E1 amortiguador utilizado fue Manitol 0.6 M, MES
5 mM, pH. 6.8 (TEA), Como sustrato se utilizé etanol (96 %) 2 pl/ml, Pi 2 mM,
mitocondria 0.6 mg de prot/ml. Volumen final 10 ml, Se incubé a 30 °C por tres
minptos, midiendo el K* extracelular y después se adicioné CTAB 0.3 mM para
provocar la salida de la totalidad del potasio intramitocondrial. Antes de los
experimentos se realizaron curvas de calibracién agregando concentraciones conocidas

~ de KCL.
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4. RESULTADOS

Se analizaron los efectos de diferentes concentraciones de Pi sobre la
fosforilacion oxidativa en mitocondrias de Saccharomyces cerevisiae utilizando etanol
como sustrato de la NADH deshidrogenasa en presencia y ausencia de KCl 20 mM.
Se observaron valores para el control respiratorio entre 1.7y 2.1. .

Sin fosfato la velocidad de consumo de oxigeno en el estado cuatro de la
respiracién fue de 67 natg O/min/mg de protefna (Figura 4.1, Tabla 4.1). Cuando se

- adicioné potasio (20 mM) al medio de incubacién en ausencia de fosfato, se observé
~ un aumento en el consumo de oxigeno en el estado cuatro de la respiracién

(aproximadamente cinco veces), (Figura 4.2, Tabla 4.1). El efecto producido al
adicionar 20 mM de potasio se vié6 disminuido al aumentar poco a poco la
concentracién de fosfato en el medio, es decir, al parecer el fosfato tiene un efecto
acoplante sobre la fosforilacién oxidativa evitando que el potasio acelere mucho la
respiracién. Esto provocé que el cociente respiratorio se incrementara conforme

“aumentaba la concentracién de fosfato, hasta alcanzar un valor del control
~ respiratorio semejante al que se obtuvo en el control (C:R.=1.7). '

Al variar la concentracién de Pi de 0 a 800 pM en presencia de 20 mM de KCI

- se observé un aumento del consumo de oxigeno de (276 a 362 natgQ,/min/mg de

prot.), sin que variara el control respiratorio. Al adicionar desacoplante 1799 (5 pM),

“a estas concentraciones de fosfato, no se observé un aumento en la respirécién‘ En

augencia de K* se observé el estado desacoplado; aunque no hubo diferencia entre el

. estado tres _'y‘cuétr'o (Tabla 4.1).

Al variar la concentracién de Pi de 1 mM a 8 mM en presencia de 20 m_M.de

KCl se ‘qbservé gue disminuye la velocidad de consumo de oxfgeno en el estado cuatro
5 y aparece una diferencia entre el estado tres, cuatro y el desacoplado. E fosfato
~ acopla 1a respiracién y dismixmye el efecto del potasio sobre el consumo de oxfgeno.

‘A mayor concentracién de Pi, el control respiratorio es mayor (Tabla 4.1).
El efecto del K* en presencia de 8 mM de Pi concuerda con los resultados
obtenidos por Uribe y cols. (1991) quienes encontraron que el K' acelera el consumo
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ﬂ ‘
 PiomM«Kr20mM oo 162228 362228 1
jEL200uM 9740 1| 9750 _ LINx6 b
.ELm.uM_f.Km_mM____T_muL_mﬂ_.ﬂHﬂL 1
L Pi400 yM 313§ 8456 L 147x19 1 1515
L Pi400 yM + K* 20 mM 276%_22!:2! 276236 |
| Pi 800 uM mu___r_m.u__mm__xma_
 PigooyMK'20mM { 23656 1 1796 1 240519 1 135001
| Pi 1 mM 149+ 9 108526 | 177513 | 132002
| PllmM+K 20mM. | 246222 1 160320 ! 244331 1 16101
| Pi2mM 169z12 | 11359 168726 | 155001
i *2 2626 1 10856 1 20029 1 175002
 Pi4mM 175 3 16 26522 1 180228 1 14201
Pi 4 mM 4 K* 20 mM 302326 1 17336 284213 173008
Pi8 mM_ 22453 | 144516 | 20026 168202 |
Pi§ mM 4+ K' 20 mM 20313 | 160292 | 269428 L1302

de oxigeno en presencia ide un sustrato para el sitio I de la cadena respiratoria.

Tabla 4.1. Efectos de diferentes concentraciones de fosfato, en presencia y ausencia
de potasio, sobre el consumo de oxigeno por mitocondrias de levadura sn presencis de
etanol. Estos datos fueron utilisados para obtener las figuras 4.1 y 4.3,

Medio de reaccién: Manitol 0.6 M, MES 8 Pll 6.8 (TEA). 8¢ utilizé etanel cemo
sustrato de la cadena respiratoria. El fosfato se adieloné a las concentraciones finales
indicadas a partir de una solucién de écldo fosférico 1 M pH 6.8 (TEA). 8e adiclonaron
mitocondrias a una concentracién final de 0.5 'ml. l'ln obtener el estado tres de

‘la respiracién, se adiclonaron 480 nmolas de AD .m gonerar sl estado desacoplado de

ia respiracién se adicionaron 8 yM de 17909, El control m&l'r.norlo (C.R.) es el resultado
de dividir ia velocidad de consumo de oxigeno en sl sstado sobre sl e cuatro, Los
datos son el resultado de tres experimentos diferentes.
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8in KCl

Velecidad de Consume de Oxigene
(natg Q, /min/feg pret.) :
§.

100
50
0
0 2 4 [ ] 8
Concentracién de PI, mM

Fliun 4.1 Efecto de concentraciones crecientes de fosfato sobre el consumo de
-oxfgeno por mitocondrias de levadura Saccharomyces cersvisics en pnuucln de etanol.
Condiclones experimentales como en la tabla 4.1,

KCl 20 mM
400 '
]
gﬁ Edo$
8&300 —
¥ Edo desac
Hw
9O Edo 4
ggloon
:.> ‘ : 0 s e—————
0 2 4 6 8

Concentracién de Pi, mM

Figura 4,2 Efecto de concentraciones crecientes de fosfato, en presencia de una
concentracién fija de K*, sobre el consumo de oxigeno por mitocondrias de levadura con

‘etanol como sustrato. La concentracién de KCl empleada fue de 30 mM. Las condiciones de
‘reaccién se describen en la Tabla 4.1.
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También se analizaron los efectos del fosfato sobre la respiracién mitocondrial
cuando se utilizé succinato, que cede sus electrones a nivel del complejo II de la
cadena respiratoria, se analizaron loe efectos del fosfato sobre el consumo de oxigeno
en presencia de succinato como sustrato.

Los efectos que ocasionaron las adiciones de diferentes concentraciones de
fosfato sobre la fosforilacién oxidativa cuando se utilizé al succinato como sustrato,
para reducir la Succinato deshidrogenasa, en presencia y ausencia de potasio se
observan en la Tabla 4.2. En ausencia de fosfato se observé que la velocidad de
consumo de oxigeno obtenida en el estado tres y cuatro fue de 71.5 natg O/min/mg
de prot., presentando un control respiratorio de 1 (Figura 4.3, Tabla 4.2), Al adicionar
20 mM de potasio al medio de incubacién en ausencia de fosfato se observé un
pequefio incremento en el consumo de oxigeno a 866 natg O,/min/mg de prot.
durante el estado cuatro de la respiracién, y al adiclonar el desacoplante no se
observé el estado desacoplado de la respiracién (Figura 4.4, Tabla 4.2).

" A bajas concentraciones de fosfato ( 0 a 800 uM), la velocidad de consumo de
oxfgeno en presencia de K* se estimulé més que en ausencia de potasio (Figura 4.3,
Figura 4.4). Cuando se determiné el cociente respiratorio se obtuvo un control
iebpiratorio cercano a 1; es decir que el estado 3 de la respiracién no fue evidente a
estas concentraciones de Pi. A diferencia de lo que se observé al adicionar un sustrato
'par”_a el sitio 1 de la cadena, en presencia de succinato y bajas concentraciones de
fosfato, se observé estado desacoplado al adicionar el 1789. Cuando no habfa potasio
en el medio de incubacién también se observé el estado desacoplado, aunque el
consumo de oxigeno fue menor que en presencia de potasio (?igurl 4.4) adicionando
las mismas concentraciones de fosfato en los dos casos.

" Al aumentar la concentracién de Pi (1a 8 mM) en el medio de incubacién se
observé que el control respiratorio aumenté hasta valores de 1.4 - 1.5 cuando la
concentracién de fosfato que se emples fue de 8 mM. Este incremento en el control
réspiratorio se observé tanto en mitocondrias incubadas con potasio como en ausencia
de potasio. También se observé que en presencia de potasio, el consumo de oxigeno
en el estado 4 y 3 de la respiracién es un poco mayor que en su ausencia; este mismo




| efecto se observé para todas las concentraciones de Pi que fueron utilizadas (Figura
4.3, Figura 4.4).

- Tabla 4.3 Efectos de diferentes concomnclonn de fosfato, en presencia y ausencia
de potasio, sobre el consumo de oxigeno por mitocondrias de levadura en presencia de
succinato. Estos datos fueron tomados para obtener la figura 4.3 y 4.4,

.............

L4004
LELS00u,
LbLE00LLHCL20 M,
m ' VELRTI .
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b2l . PLIT:) —
b4 M L1 L I—
El 4 mM + §2L 20 mM gghﬁ
Pi8mM ’ 162224
Pi 8 mM + KCI 20 mM

Medio de reacclén: Manitol 0.8 M, MES 5 mM, pH 6.8 (TEA), Se ut ‘
mM como sustrato de la cadena relplu'wrll. Las dé&h eol(;dmzng: 2:3‘:3;‘::‘:'&?::0 “3:
semejantes a las descritas en la tabla 4.1. .
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Sin KC1

s
-

(mo’
g

Velecidad de Consume de Oxigene
/min/mg pret.)
-
g

0o 2 4 ¢ 8
' Concentracién de Pi, mM

Figura 4.3 Efecto de diferentes concentraciones fosfato sobre ¢l consumo de exigene
por mitocondrias de levadura SaccAaromyces cerevisise on pnnlch de succinato. Las
eondlclonu experimentaies se describen en Ia Tabla 4.3,

KCl1 30 mM

Oxigeno
g

1
E g 150
g
ii
.g < B0
Q
IR
0 2 4 ] 8
Concentracién de Pi, mM

‘Figura 4.4 Efecto de diferentes concentraciones de fosfato sobre el consumo de

. oxigeno, en presencia de una concentracién fija de K', por mitocondrias de levadura
“Saccharomyces cerevisiae en presencia de succinato. La mntuel‘ld. potasio empleada

fue de 20 mM. Las condiciones experimentales se describen on la Tabls 4.8,
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Debido a los cambios producidos por el fosfato sobre la respiracién mitocondrial
y los efectos del K°, se decidié medir el potencial transmembranal en presencia de
diferentes concentraciones de Pi y una concentracién fija de K*. Las concentraciones
de Pi y K* empleadas fueron las mismas que se utilizaron para la reip‘iracién.

En ausencia de fosfato en el medio de incubacién y al adicionar el sustrato para
generar el potencial de membrana (etanol) sélo se generé un potencial de membrana
transitorio, seguido de un decremento a 27 mV del potencial. Al adicionar K* el
potencial transmembranal se abatié completamente, y al adicionar el desacoplante
1799 ya no se observé respuesta (Figura 4.5). Por el contrario, al incubar las
mitocondrias con 10 mM de Pi, se generé potencial de membrana de 180 mV al
adicionar sustrato para activar la cadena respiratoria. Cuando se adicioné K* al
medio s6lo se observé, un pequefio abatimiento de 10 mV en el potencial a esta

.concentracién de Pi, El potencial se abatié completamente con el desacoplante, 1799

(Figura 4.5).
02¢

¢ 1799
¥

0.15 4

Tiempo, min.

‘Figura 4.5 Efecto del Pi sobre el potencial transmembranal en mitocondrias de
levadura Sccharomyces cerevisiae, con etanol como sustrato. Se utlilsaron concentraclones

1 stock de'1'M de écido fosférico, pH 6.8 (TEA), 1 M de KCl y 5 mM de 1789. Se adiclonaron

como se indica a las concentraciones finales de: Pi 10 mM, KC! 20 mM y 1700 8 pM. La
concentracién final de mitocondria fué de 0.5 mg de prot/ml. Safranina-O 10 uM. Las
longitudes de ondaa los que se midié fueron 811 y 533 nm en un espectrofotémetro de dobl
rayo Aminco DW2000 en modo dual. '
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Al adicionar Pi a las mitocondrias no incubadas previamente con Pi se aprecié
un potencial transmembranal de 180 mV, que se abatié con el desacoplante 1799, '
" hasta 67,6 mV (Figura 4.6). Esto nos indic6 que el fosfato es un anién indispensable
para que se pueda generar el potencial de membrana y para modular el efecto que
realiza el potasio sobre la mitocondria; porque cuando se midié el potencial a
. mitocondrias a las que no se les adicioné fosfato se observé que no se puede mantener
el potencial si no hay fosfato en el medio (Figura 4.6).

: Figura 4.6 Efecto de la adicién tardia de Pi sobre el potencial transmembranal en
i ~mitocondrias de levadura Saccharomyces cersvisiae, con etanol como sustrato. Las
; S condiciones de reaccién son semejantes s las descritas on la figura 4.5 excepto que 10 mM

de fosfato se adicionaron después de iniciado el traso. .




Debido a que con 10 mM de fosfato no se abati6 el potencial transmembranal

al adicionar potasio 20 mM, se decidié medir el potencial de membrana variando las

concentraciones de fosfato y adicionando una concentracién fija de potasio (20 mM)
durante el experimento.

Al aumentar la concentracién de Pi en el medio de incubacién, de 200 pM a 800
#M, se observé el potencial transmembranal que se mantiene en 180 mV, el cual
puede ser abatido a 0 mV al adicionar K* al medio, debido a la entrada de potasioa -
la mitocondria. Como ya se habfa mencionado, el potasio entra a la mitocondria
gracias a la generacién de un potencial de memhrana, esta entrada de potasio provoca
el abatimiento del potencial (Figura 4.7).

027

Tiempo, min.
s SN Pl =eee—es PI20OUM o PAOO UM

Pi 800 UM |

‘Figura 4.7 Efecto de concentraciones bajas de fosfato sobre el potencial
transmembranal de mitocondrias de la levadura Saccharomyces cerevisiae, con etanol como

 sustrato, Se adiclonarén a las concentraciones finales: Pi 300 pM, 400 uM y 800 uM, KC
20 mM, 1789 5 uM. Las condiciones experimentales son semejantes a las descritas en la

figura 4.5.
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El abatimiento del potencial transmembranal provocado por el potasio
disminuyé conforme se incrementé la concentracién de fosfato. Como se muestra en
la Figura 4.8, a concentraciones de Pi que van de 1 mM a 2 mM, el potencial no se

~ abati6 completamente por la presencia de K* sino que permaneci6 en un rango de 23

a99mV. A4 y8mM Pi el efecto del potasio fue minimo pues el potencial se conservo

a 150 mV (Figura 4.8), ‘
A 2 y 4 mM de fosfato se observé una regeneracién parcial del potencial
transmiembranal posterior a la adicién de potasio. Los potencialres obtenidos aestas

concentraciones fuerén de 99 y 148 mV,

e
»
P da
-
=
e

Unidades de absorbencia

‘Figura 4.8 Efecto de concentraciones altas de fosfato sobre el pohnchl
transmembranal de mitocondrias de la levadura Saccharomyces cerevisioe, con stanol como
sustrate. Se adicionaron a las concentraciones finales: Pi 1 mM, 3 mM, 4 mM y 8 mM, KC]
20 mM, 1799 5 pM. Las condiclones de reaccldn son semejantes a las descritas en Is figur

4.8, ) . .




Estos resultados nos sugirieron que el fosfato actia ya sea como anién
permeante en la mitocondria o forma un complejo con el K*, como sucede para el Ca™
(Zoccarato y Nicholls, 1982).

Para determinar si actda como un anién permeante, se utilizé Acetato como
anién permeante; en las mismas concentraciones que se utilizé el Pi, y se determiné
el potencial transmembranal. Los resultados indicaron que en presencia de acetato
s6lo se gener6 un potencial transmembranal pequefio a todas las concentraciones
utilizadas, que se abatié con K* (Figura 4.9).

(—
L ]

o
ad
[ J
-

Tiempo, min.
Acet2mM - Acet 4 mM

emmees A} 1 MM Acetd mM

; Figura 4.9 Efecto de diferentes concentraciones de acetato sobre el potencial
transmembranal de mitocondrias de ia ievadura Saccharomyces cerevisiae, con etanol como
sustrato. Se adicionaron a ias concentraciones finales: Acetato 1 mM, 3 mM, 4 mM y 8 mM,
KC120 mM, 1789 5 M. La concentracién final de mitocondrias fue de 0.5 mg de prot/m), Las
condiciones de reaccién son semejantes a las descritas en la figura 4.5, excepto la adicién
‘de acetato,
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Otro pardmetro que se vio afectado por la presencia o ausencia de fosfato en
¢} medio es el incremento en el volumen mitocondrial (swelling). Se estudié el efecto
del potasio sobre el volumen mitocondrial al agregar fosfato al medio de incubacién,
Con 0.4, 2 y 4 mM de fosfato no se observaron cambios en el volumen mitocondrial;
ademés el potasio no produjo cambios importantes en el volumen mitocondrial al
agregarlo al medio y a esas concentraciones de Pi (Figura 4.10).

Este mismo parametro se midié utilizando al acetato como ani6én en lugar de
utilizar al fosfato, a concentraciones semejantes a las que se utilizé el fosfato. A todas
las concentraciones de acetato empleadas hubo hinchamiento mitocondrial provocado
por la entrada de potasio a la mitocondria (Figura 4.11); lo cual indicé que el fosfato,
y no el acetato, produce efectos importantes sobre el volumen mitocondrial provocado

por la entrada de potasio a la mitocondria.

' Unidades de absorbencia

0.2 $ b
0 4 ‘ [ ] 12
- Tiempo, min

Figura 4,10 Efecto de dfferentu concentraciones de fosfato sobre ol cambio de

~volumen (Swelling) en mitocondrias de 1a levadura Saccharomyces cersvisiae. Mescla do

reaccién manitol 0.6 M, MES 8§ mM, pH 6.8 TEA; més Pi 400 uM, 3 mM y 4 mM, KC] 20 mN,

- etanol como sustrato. La concentracién final de proteina fue de 0.8 mg de prot./ml. Las

longityudes de onda en la que se midié fue a 540 nm, en un sspectrofotémetro de doble rayo

Aminco DW2000 en modo split, volumen final 3 ml,
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Tiempo, min

Figura 4,11 Efecto de diferentes concentraciones de acetato sobre el cambio de
volumen (Swelling) en mitocondrias de la levadura Saccharomyces cersvisice. Las -
concentraciones empleadas fueron: Acetato 400 yM, 3 mM y 4 mM, KC]1 30 mM, La

concentracion final de proteina fue de 0.5 mg de prot/ml. Las condiciones de reaccién son
semejantes a las descritas en la figura 4,10,

Se decidi6 medir también la sintesis de ATP, utilizando diferentes
concentraciones de fosfato. La sfntesis de ATP se incrementd conforme se auments
la concentracién de Pi. La figura 4.12 muestra que la sintesis de ATP se saturé a 8
mM de fosfato, se obtuvo una Km de 1,32 £ 0.063 nmolas y una velocidad maxima de-
45.3 + 0.77 nmolas'min'mg prot. en ausencia de potasio. Al adicionar etanol y 20
mM K, la sintesis de ATP aumenté corroborando los resultados obtenidos por Uribe

"y cols, (1991) (Figura 4.13). La velocidad méxima que se obtuvo fue de 53.8 z 2.4
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nmoles'minmg prot. y la Km fue de 1.04 = 0.13 mmoles cuando el potasio estaba
presente(Figura 4.12).

_8in KC1,
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" Figura 4.12 Efectos del fosfato en la actividad !uloﬂhnu de la mitocondria de

levadura. Mezcia de reaccién: 0.6 M manitol, 5 mM MES, pH 6.8 (TEA), Pi, pH 0.8 TEA 300 »
- nM, 400 pM, 800 pM, 1 mM, 2 mM, 4 mMy 8 mM, 3 mM NgCl, 20 mM glucosa, 140 yM NADP",

hexicinasa 13 mg/ml, glncon 6-Pi deshidrogenasa 4 unidades, 3 mM ADP, volumen final 3
ml, Substrato etanol 8 mM.
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Figura 4.13 Efectos del fosfato y potasio en la actividad fosforilante de la
mliocondrla de levadura. Mezcla de reaccién: manitol 0.8 M, MES § mM, pH 6.8 (TEA), Pi,
pH 6.8 TEA 200 uM, 400 uM, 800 uM, 1 mM, 3 mM, 4 mM y 8 mM, MgCl 2 mM, glucosa 90
mM, NADP* 140 pM, hexocinasa 13 mg/ml, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 4 unidades,
ADP 2 mM, volumen final 2 ml, Substrato etanol § mM. Se adicloné KCl 20 mM.

A causa de la modulacién del fosfato sobre algunos de los efectos del potasio
en las mitocondrias y viceversa, se decidié determinar si la conbentracidn de pdtnio
en la matriz mitocondrial variaba en presencia y ausencia de fosfato; se utilizé un
electrodo catiénico de potasio, con el cual se determiné el potasio que sale de la
mitocondria. En la figura 4.14, se muestra que la salida de potasio no se ve afectada
al adicionar fosfato al medio de incubacién.
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Figura 4.14 Efecto del fosfato sobre Ia salida de potasio en mitocondrias de la
levadura Saccharomyces cerevisiae . Medio de reaccién: Manitol 0.6 M, MES 8 mM, pH 6.8
(TEA). Sustrato EtOH 96 %, Volumen final 8 ml, Se incubé a 30 °C por 3 minutos midiendo
ol potasio extracelular y se adicioné CTAB 0.3 mM para provocar la salida de potasio. Se
utilizaron dos concentraciones de fosfato 3 y 8 mM desde el inlcio del traso eigulendo el
procedimiento anterior.. 8¢ comparé con una curva de calibracién realisada con
concentraciones conocidas de KCl \
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8. DISCUSION

Los cationes monovalentes, en especial el potasio, son esenciales para diversas
funciones en la mitocondria. El potasio es uno de los cationes més abundantes en las
células de los seres vivos (Diwan, 1988),

El transporte de fosfato inorgdnico es también esencial para mantener la
fosforilacién oxidativa que se realiza en la mitocondria; la protefna responsable de
este proceso es el acarreador de fosfato (Simportador Pi/H*) (Wohlrab, 1986). Se ha
descrito que la presencia del fosfato puede modular la entrada de potasio a la
mitocondria (Diwan, 1987).

Beavis y cols. (1985), demostraron que en ausencia de fosfato aumenta la
entrada de potasio a las mitocondrias de higado de rata, debido a que aumenta el pH
externo; estos autores no midieron el efecto sobre el potencial transmembranal.

El efecto mds interesante del fosfato en este trabajo, fue el del acoplamiento,
que se observé tanto con el etanol, como con el succinato como sustratos de la cadena
respiratoria, Sin embargo, hay que mencionar que aiin en ausencia de fosfato, tanto
con etanol como con succinato y en ausencia de potasio, sf parece haber un potencial
que, aunque pequefio, permite observar una estimulacién de la respiracién por los
desacoplantes, que no se ve con ADP,cuando no hay fosfato, o si su concentracién es
baja (0.2 mM Pi). |

Este efecto "acoplante" del fosfato es claro y se demuestra, por la relacién entre
los estados tres y cuatro, por el efecto de los desacoplantes, por la capacidad de las
mitocondrias de establecer un potencial, medido con safranina, y por la capacidad

para la sintesis del ATP. Debe sefialarse que la medida del potencial y la de la
sintesis del ATP se hizo sélo con etanol como sustrato; se esperarfa que los resultados
fueran semejantes, en amhos pardmetros con succinato.

El casi inexistente potencial en ausencia de fosfato no es irreversible; se puede
producir si el anién se afiade después de iniciar la incubacién.

Con los datos obtenidos no es posible ain postular algin mecanismo, pero es
sumamente interesante que el foafato se requiera, no sélo para la fosforilacién, sino
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para que se genere el potencial. Un experimento interesante es comparar estos
resultados con lo que sucederfa en las mitocondrias de higado, o de corazén de
mamifero, :

- Otro de los efectos interesantes del fosfato solo, es la capacidad que muestra
para acelerar la respiracién, en el estado 3, que es ldgico, pues se requiere para
fosforilar al ADP en la sintesis del ATP; el mecanismo no es tan claro en el estado
desacoplado, o en el estado 4, tanto con etanol, como con succinato como sustratos.
Aunque la aceleracién del consumo de oxfgeno puede ser efecto especifico del fosfato,
pudiera serlo también la fuerza iénica, y valdria la pena estudiarlo con otras sales.
Podrfa también tratarse de un efecto directo del Pi o de la fuerza iénica sobre alguno
(8) de los oomponentes de la cadena respiratoria. Para explorar esta posibilidad, se
podrian hacer experimentos con mitocondrias rotas o en soluciones hipotdnicas. =

Hay un dato que pareciera no concordar: con etanol como sustrato, en ausencia
de fosfato y potasio, en donde casi no se genera potencial, el déaacoplante estimula
la respiracién. El experimento sugiere que el pequefio potencial que se produce es
suficiente para que la mitocondria muestre algo de acoplamiento; este valor parece.
ser suficiente para que el desacoplante, pero no el ADP (porque no hay fosfato),
estimule la respiracién. Ademds, probablemente por la necesidad de energfa para la
entrada del potasio, que al ser agregado, entra y colapsa el potencial, es que se
estimula la respiracién, dando por una parte la aceleracién de la respiracién, en parte
porque abate el potencial, y por la otra, por la estimulacién ya conocida del sitio I
(Uribe y cols., 1991).

El otro efecto importante es el de la aceleracién de la respiracién por el potasio,

‘que en el caso del etanol como sustrato es complicado; nuevamente se afecta por la

presencia del fosfato; es relativamente grande en ausencia del anién, pero disminuye
a medida que éste aumenta y las mitocondrias se icop!an. El potasio estimula el
funcionamiento del sitio I de la mitocondria (Uribe y cols., 1891), péro los datos
también muestran, aunque no de la misma magnitud, efectos sobre el sitio II. Este
dato, por otra parte, si se logra confirmar, es muy interesante, pues en las
mitocondrias animales, no se ha reportado ningun efecto sobre la oxidacién del
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succinato,
Son interesantes también los efectos del potasio sobre la sintesis del ATP, en

especial sobre la Km aparente para el fosfato. Ademds, a medida que las

concentraciones de fosfato aumentan, se vuelve también menor el efecto del potasio,

en el sentido de abatir el potencial; una de las posibilidades es un efecto de

facilitacién del transporte del fosfato por el potasio, esto ocurrirfa si en el interior de

la mitocondria se formara un complejo entre el fosfato y el potasio, lo cual traerfa
como consecuencia una mayor entrada de potasio a la mitocondria; algo semejante
ocurre en mitocondria de mamifero donde Zoccarato y Nicholls (1992) describen la
formacién de un complejo entre el fosfato y el calcio; por otra parte, las constantes de
disociacién de las sales de fosfato de potasio deben ser mucho mayores que las del
calcio. Otra posibilidad es que los dos compuestos entren juntos a la mitocondria, y
que el potasio favoreciera la entrada del fosfato, lo cual explicarfa que el potasio
disminuya la Km aparente del fosfato, por el simple hecho de que en presencia de
potasio, haya una mayor entrada de fosfato; finalmente, puede haber una
interrelacién de los sistemas de transporte, pues no serfa de extrafiar que la entrada
de un catién (potaslo) favoreciera la de un anién (fosfato). El experimento, por otra
parte, se puede hacer, midiendo la velocidad del transporte del fosfato en presencia
yen ausencna de distintas concentraciones de potasio,

Los datos parecen congruentes con la idea de que a concentraciones bajas de
fosfato, el potasio entra a favor del potencial, abatiéndolo; y a altas concentraciones
de fosfato, entrara junto con él, y el transporte fuera electroneutro, sin efecto sobre
el potencial, En estas condiciones, lo que se estarfa observando serfa sélo el efecto de
la acumulacién de cantidades grandes del catién monovalente sobre el sitio Idela
cadena regpiratoria (Unbe y cols., 1991),

Estos datos, muestran un efecto interesante del fosfato sobre el funcionamlento
mitocondrial, que puede ser exclusivo de las mitocondrias de la levadura y otros
organismos similares. Hay que sefalar que serfa bueno hacer una comparacién con
las mitocondrias de higado o corazén. Por otra parte, los datos arrojan mas luz sobre
las modificaciones que el potasio produce sobre el funcionamiento mitocondrial, que
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en el caso de las levaduras, parecen tener lugar tanto a nivel del sitio I, como del sitio
II de la cadena respiratoria, ’

Ademés, los datos sobre la interrelacién de los efectos del fosfato con los del
potasio, pudieran indicar que ésta se produce a través de los mecanismos de su
transporte. Esto abre un camino amplio de estudio. Aunque los resultados de las
medidas del contenido de potasio de las mitocondrias no mostraron cambios
importantes, es posible que adaptando a nuestro sistema la metodologfa del indicador
fluorescente PBFI, sensible a potasio, se puedan estudiar con mayor detalle los
cambios de concentracién interna del catién, s6lo o con fosfato en distintas

concentraciones, asf como los del fosfato, tal vez con ¥P, como uno de lo# caminos »

para conocer los mecanismos.

En cuanto al mecanismo del acoplamiento que produce el fosfato solo, una de
las posibilidades que valdria la pena explorar, es que se trate simplemente de un
efecto por fuerza iénica o la TEA, sobre alguno de los componentes de la cadena
respiratoria.

Por ahora estos resultados nos sugieren que el fosfato ademas de ser un anién
importante tanto para el crecimiento como para la divisién celular (Westherimer,

1987), es un modulador de los efectos de los cationes monovalentes como el potasio,

que son importantes para diversas funciones mitocondriales y celulares. Esta
modulacién se ha observado para el calcio, aunque los mecanismos parecen ser

- diferentes (Zoccarato y Nicholls, 1992).
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6. CONCLUSIONES

. La presencia de fosfato (Pi) provoca un alto grado de aoop_lamientoh en las
mitocondrias cuando estdn en presencia de etanol o succinato como sustratos de la
cadena respiratoria.

- Conforme la concentraéién de fosfato aumenta, el efecto del potasio es menor en
cuanto al abatimiento del pbtencial, posiblemente porque facilita el transporte de
potasio. ’

- Se sugiere, que cuando las concentraciones de fosfato son bajas, el potasio puede
entrar a favor del potencial de membrana y lo abate (via el uniportador) mientras que
a altas concentraciones de fosfato, tanto el potasio como el fosfato entran juntos, en
un transporte electroneutro (tal vez via un simportador), sin que este transporte
repercuta sobre el potencial. Esta posibilidad requiere de mayor estudio.

- El fosfato no parece modificar el flujo de potasio en la mitocondria.

- Se confirma el efecto del potasio sobre el sitio I de la cadena respiratoria, pero,
también se encontré un efecto importante sobre el sitio II.
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7. PERSPECTIVAS

La levadura, por la posibilidad que tiene de modificar su contenido iénico,
puede ser un modelo excelente para estudiar modelos de transporte membranal y
control metabélico. Es posible continuar estudiando los flujos de fosfat y potasio, asf
como sus interacciones en la mitocondria; analizando los mecanismos por los que
ocurren los efectos del fosfato y del potasio en la mitocondria. Se deben determinar

~ los efectos de) fosfato sobre el contenido de potasio en 1a mitocondria y los efctos del
potasio sobre la concentracién de fosfato mitocondrial. ‘

Los fines a largo plazo de este estudio incluyen el conocimiento de los

mecanismos por los que la célula y la mitocondria mueven jones y controlan ese
~ movimiento. Una segunda meta es analizar como, la concentracién de cada i6n regula

diferentes actividades metabélicas de la célula.
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