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Resumen

A, d

£l trausporte de Ca?t al interior de la ia esta mediado por un unipont
clectroforético, dependiente del potencial elécirico transmembranal e inhibible por rojo de
rutenio, Mg?* y lantanidos (para una revision ver Gunter y Pffeifer, 1990). Este acarreador es
altamente selectivo (Drakoia y cols , 1969, Vainio y cols., 1970), extremadamente rapido (McMillin-
Wood v cols . 1980, Verces! y cols , 1978) y probablemente de naturaleza glicoprotéica (Sottocasa y
cols.. 1971, Gomez-Puyou y cols., 1971. Mironova y cols, 1982). Dicho uniportador tienc una
fmportante participacion en fa regulacion del metaboli i drial, y se han hecho

numerosos itentos por purificarlo (Lehninger, 1971 Sottacasa y cols. 197). Gomez-Puyou, 1972,
Blondn, 1974, Carafolt y Sottocasa, 1974, Jeng y Shamoo, 1980, Moronova y cols, 1982, Ying y cols 1991,
Zazaeia v cols , 1994) Recientemente, Zazucta y cols. (1994) aislaron una fraccion mitocondrial
capaz de mediar ¢ transporie de Ca®* a vesiculas lipidicas, este transporte cs dependicnte
del putencial negativo interno ¢ inhibible por rojo de rutenio. Con el objeto de purificar al
uniportador mitocondrial de Ca?*, en este trabajo sc intenté determinar cual de los
componentes en el extracto obtenido por Zazueta y cols. (1994) es el responsable de la
acitividad de transporte de Ca?*. Utilizando cromatografia de afinidad en una columna de
Concanavalina A, se obtuvo una preparacion glicoprotéica que icne un ¥ ¢
predominante d2 36 kDa. Dicha preparacion fué reconstituida a vesiculas lipidicas cargadas

con el indicador fluorescente fura-2, encontrandose que es capaz de mediar ¢l transporte de
hikhihl

Ca2* El proceso es depende de un potencial tr branal y ¢s i por rojo de

rutenio. La actividad de esta fraccion fue mayor que It que presenta el extracto crudo en
este mismo sistema Ademas se calculd una Ki para ¢l rojo de rutenio de 16 nM, y una Ki
para La¥ de 3.9 uM. La actividad de la fraccion glicoprotéica obtenida es inhibible por
fespeimina con una Ki de 140 nM. Se hicicron ademis estudios de composicion de
aminodcidos v composicion de carbobidratos. y se encontro que la porcion glicesidica de la
preparacion representa menos del 10% del peso de ésta, y de acuerdo a su composicion, es

probablemente una estructura oligomanosa sencilla. Estos resultados sin embargo, no
Japonan datos conclusinos acerca de la composicion del acarreador de Ca* ya que nuestra
Lpreparacion contiene al imenos un 20% de otros componentes, ademas de la proteina de 36
-:Ll'n fos recultados que e presentan en este trabajo muestran que Ia fraccion plicoproteica
éulncmda a partir del extracto de Zazueta y cols. (19041 contiene a los componentes del
fsmcmn uniportador de Ca®*. Sin embargo, a pesar de que las constantes de inhibicion, y la
[ dependencia en f potencial electroguimico transinembranal corresponden a lo reportado en
[{l.’l literatura, la actnsdad de nansporte de Ca®* ey significativamente menor, por lo que no se
Ipucdc identificar pleqamente a esta preparacion como ¢l unipontador de Ca>', 'y, por otra

ipanc. es necesario establecer su relacion con algun contaminante de otro companimento

Leelulai. que lleve a cabe la funcion




Intraduceion

Inportancia del transporte de Ca? en el metabolismo mitocondrial

La concentracion de Ci2* dentro de fa mitocondria es regulada por 3
mecanismos independientes. La entrada de Ca2* se efectda a través de un
uniportador rapido, v la salidi involucra 2 procesos que pueden depender o no
de la presencia de Nat en el inedio. Ademas, existe un cuarto mecanisto gue
permite la liberacion de grundes cantidades de Ca2*, a través de un pare
inespecifico que se forma en la membrana interna mitocondrial en respucsic a
vartos agentes (CGunter v Phaiffer. 1900y (Figuea 1)

Fasfain
Arsenah

Figura 1. Transporte de Ca™ a traveés de fa membrana nterma mitocondria! FICa ontia o
la mitocondria por medo de un unipontador dependiente del porencial clectne
transmembranal mantenido por el bombeo de protones a través de ios complepo
respiratorios. Este transporte es inhibible por iojo de nitento (RR), Mpe™ v b ad s
salida de Ca?' se cfectiia en intercambio con Na* o ', v 2 taves de un pory
inespecifico que se forma en la membrana interna mitocondnal cuando ta concentracion

de Ca®' eselevada y estan presentes ciertos agentes como el arsenato o el fostate
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La principal funcién de los sistemas de transporte de Ca2* en la
mitocondria es regular la concentracion de este ion dentro de la matriz, debido
a que la concentracion de Ca2* ionizado (libre) afecta directamente la
velocidad de flujo de 1a via de fosforilacion oxidativa. La velocidad de sintesis
de ATP varia en presencia de concentraciones de Ca2* entre 0.1 y | uM,
mismo intervalo en el que puede variar la concentracion de este i6n en
respuesta a estimulos hormonales o eléctricos en condiciones fisiologicas
(Denton y McCormack, 1980; Hausford, 1985; Brand y Murphy, 1987). Algunas
hormonas como el glucagon y la vasopresina, asi como algunos agonistas -
adrenérgicos pueden incrementar fa concentracion citoplasmica de Ca2* de 0.1
uM hasta 0.5 o | uM (para una revision ver Marban y Rink, 1980; Hock, 1992), v esto
puede traducirse en un incremento en la concentracion intramitocondrial (a2*
(Morcno-Sanchez y Hansford, 1988), por lo que se ha propuesto que el Ca2* ¢s un
regulador de la velocidad de sintesis de ATP mitocondrial in vivo (Hanstord,
1985; McCormack y cols., 1990),

Varios sistemas enzimaticos mitocondriales son activados o inhibidos
por la presencia de Ca2+, La tabla 1 muestra las concentraciones de Ca2* libre
necesarias para obtener la mitad del efecto maximo sobre la enzima (Kg 5 para
Ca?"),

Tabla 1. Sistemas cnzimiticos mitocondriales regulados por CaZ'. Tonuda de
Moreno Sinchez, 1982.

Activacion Localizacion Kg 5 para Ca2* (pM) Referencias
Glicerol 1-P Cara extema de la 0.6 Wemette y cols.,
deshidrogenasa membrana interna 1981

mitacondrial.
Piruvato Matriz mitocondrial 1.08 McComack ¥
deshidrogenasa Penton, 1980
foslutasa
Isocitrato Matriz mitocondrial 1.19 Denton y cols., 1978

dceshidrogenasa
Oxoglutarato Matriz mitocondrial 1.03 McCormack y
deshidrogenasa Denton. 1979



Succinato Cara intemna de la 13 Ezawa y Ogaia, 1979
deshidrogenasa uiembrana interisa
mitocondrial

tnhibicion
Piruvato carboxilasa  Matriz mitocondrial 10-25 amol/mg  Foldes y Darrit, 1977
Piruvato Matriz mitoconddal 0.05-0.1 Cooper y cols., 1974
deshidrogenasa
cinasa
Carbamil fosfato Matsiz mitacondrial 10-15 nmolimg Meljer vy cols., 198]
sintetasa

El Ca2™ ejerce su efecto activador a través de una disminucion de la Kmy
para ¢l sustrato de la enzima, teniendo un pequeiio o nula efecto sobre la
Vmax. En la oxoglutarate deshidrogenasa, In Km para oxoglutarato cambia de
25 mM a 0.3) mM con 1.9 pM de Ca2! (McComacK v Denton, 1979). La
ptruvato deshidrogenasa cinasa es inhibida de un modo no competitivo por el
calcio disminuyendo un 55% la Vmax con 7 pM de Ca2* (Coaper y cals., 1974);
y otras enzimas son afectadas por concentraciones de Ca2* algo mayores.
como es el caso de la isocitrato deshidrogenasa, cuya Km disminuve de 0.28
mM a 0.5 mM con 28 pM de CaZ* (Denton v cols,, 1978), la NADH ubiquinona
reductasa (Ko 5= 5.7-6 mM) (Kotlyat y cols, 1992), la piruvate carboxilasa vy ¢l
transportador de piruvato (sensibles a concentraciones de Ca2? entre 10 v 100
M) (Foldes y Barrin, 1977).

Ademads de las deshidrogenasas antes mencionadas, ciertos componentes
de la cadena respiratoria son probablemente regulados por Ca?*, como
complejo bel mitocondrial (Muphy v cals, 1990), v ¢l acarrcador de adenin
nucledtidos (Foldes v Barritt, 1977) yva que e} Ca?* es capaz de aumentar ¢f tlujo
fosforilante en presencia de succinato y rotenona, o NADH a concentraciones
saturantes (Doussiere y cols., 1984),

Captacion de Ca2* v dafio mitocondriat

L.a mitocondria es ¢f organelo con la mavor capacidad de acumulacion de
Ca*, siendo capaz de acumular mds de 2 mol/mg, debido a esto algunos
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investigadores han evaluado la idea de que la mitocondria funcione en
condiciones fisiologicas como regulador de la concentracion citoplismica de
Ca2* (Nicholls y Crompton, 1980; Nicholls y Scott, 1980). La velocidad de salida de
Ca2* se manticne escencialmente constante una vez que se han acumulado 10
nmol de CaZ+/mg, mientras que la actividad de la via de entrada de Ca?* es
altamente dependiente de la concentracion de Ca2* externo; si la entrada es lo
suficientemente rapida para contrarvestar el efecto de los sistemas de salida, se
producirda una acumulacion neta del cation. En esta sitwacion Namada
acumulacion masiva, el Ca2* puede precipitarse en {a matriz mitocondrial en
forma de fosfato de calcio formando granulos de hidroxiapatita.

Suspensioncs de mitocondrias aisladas son capaces de bajar la
concentracion de Ca?* extramitocondrial hasta | uM; en este estudo
estacionario la entrada de Ca2* a través del uniportador es balanceada por ¢l
ellujo de Ca2* (Puskin y cols, 1976). Esta acumulacion masiva han sido
observada en condiciones patoldgicas como la necrosis coagulativa (Farber,
1981; Farber, 1982), en las que las células estan expuestas a dafios en sus
estructuras por altas concentraciones de Ca?*, Una concentracion de Ca2+ de
mas de 100 pM puede daiiar la estructura de los acidos nucleicos y de algunas
proteinas (Farber, 1990; Nicotera y cols., 1990; Reed, 1990). Y ain concentraciones
menores de este ion pueden interferir con cinasas dependientes de Mg-ATP
(Blackshear y cols., 1988), ademas de producir una activacién de proteasas y
fosfolipasas sensibles a Ca2*. Ademas, la acumulacion masiva de Ca2t
produce ciertas  alteraciones del metabolismo  mitocondrial, como ¢l
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, la inhibicion de la respiracion, y
la estimulacion de la actividad hidrolitica de la ATPasa (Slater y Cleland, 1953;
Brierley y cols., 1964). Por lo tanto, en condiciones fisiologicas, como se habia
mencionado anteriormente, la principal funcion de los sistemas mitocondriales
de transporte de Ca®* s Ta de regular [a concentracion de este ion dentro de la
matriz.

Dada la importancia que iene el proceso de entrada de Ca2" a la
mitocondria para la transduccion de cnergia celular, es perfectamente
justificable 1a caracterizacion cinética asi como la purificacion de la proteina
responsable de este sistema de transporte, con el fin de entender su
funcionamiento v regulacion.
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Caracteristicas de! sistema de captacion de Ca2* mitocondrial

Vasington y Murphy (1962) descubricron gue la mitocondria ¢s capaz de
acumular Ca2t. La captacion de Ca®* esta asociada a la respiracion y 2 la
hidrolisis de ATP, pudiendose captar este cation incluso en contra de su
gradiente. En presencia de Pi y ADP la mitocondria ¢s capaz de acumular hasta
3 umol de Ca?! por mg de proteina (Scampa y Azzone, 1970) y debido a esto se
dedujo que era un proceso activiy (Chance, 1965). Sin embargo, inhibidores de fa
cadena respiratoria inhiben la entrada de Ca?? inducida por sustratos oxidables,
mientras que en presencia de ATP el transporte es inhibido por oligomicina, un
inhibidor de la ATPasa mitocondrial (Lehninger y cols, 1967). Aun mds, el
transporte de Ca?* también puede ser promuovido por la salida de K inducida
por valinomicina (Scampa y Azzone, 1970). Todas estas evidencias indican que Ju
entrada de Ca2* depende de la energia del potencial transmembranal, es decir.
el mecanismo de entrada de Ca2* a fa mitocondria s un proveso secundari
dependiente de la respiracion o de la hidrolisis del ATP.

Las mitocondrias de todos los vertebrados v de muchos invertebrados
estudiadas son capaces de transportar Ca2! (Bygrave, 1977; Lehninger y cols.,
1967), manifestandose este transporte en ciertas especies desde fas etapas
embrionarias (Bygrave y Ash, 1977). En condiciones cercanas a las fisiologicas fa
cantidad de Ca2* que se acumula es mucho menar a 3 pM/mg;: alrededor de S0
nmol de Ca2' /mg en ausencia de i, o de 100-200 nmol/mg, con Pi. En estas
condiciones las funciones mitocondriales no se alteran (Slater v clelund. 1953,
Brierley y cols., 1904).

Varios cationes son transportados a la matriz mitocondrial aparcitemente
a través del mismo acarreador. La selectividad de este transporwe os u
) siguiente: Ca2+>Sr24>>Mn2*>Ba2* (Drahiota y cols.. 1969; Vainio v cols. 1970 Keed
y Byprave, 1974), ademas son transportados Fe, Pb y lantantdos (Kapoor y col.
1985; Reed y Byprave, 1974b; Vainio y cols., 1970) En mitocondrias de convzon. ¢l
transporte de Mg2™ ocurre por un transportador diferente al acarreador dv Ca2-
(Brierley y cols., 1987 Crompton y cols., 1976; Diwan. 1987) mientras que en cerchro
¢ higado los inhibidores del transporte de Ca2* inhiben también el transporte de
Mg2* (Rugolo y Zocearato, 1984; Kun, 1976). Atin cuando ¢l transportador de Ca2-
licne baja actividad de transporte de Mg2* (Chapell y cols,, 1903, \ainio y cols..
1070), la completa exclusion del transporte de Mg2* a través del acarrcador de
Ca2* parece scr tejido especifica.



La entrada de Ca2+ es reversible en presencia de desacoplantes. Esto es
mas facil de demostrar utilizando Sr2* o Mn2* en vez de Cal*: el rojo de
rutenio, que es un inhibidor de la entrada de Ca2* (Mela, 1969; Puskin y cols., 1976;
Vasington y cols. 1972; Wingrove y Gunter, 1986) inhibe la rapida salida de Mn2+
inducida por CCCP, en mitocondrias previamente cargadas con Mn2* (Gunter y
Gunter, 1978); por tanto, la mayor parte de esta salida de Mn2* debe ser debida
al transporte reverso de Mn2* a través del transportador de Ca2™*.

Existe evidencia que la entrada de Ca2* no se efectiia en intercambio con
algln otro i6n (Lchninger y cols.. 1967; Rottenberg y Scarpa, 1974; Scarpa y Azzone,
1970). La entrada dc Ca2* a la mitocondria ocurre a favor su gradiente
electroquimico, como sc esperaria para un uniportador, siguiendo la relacion

[Ca™]
Afio =RTIn fc‘;’—'f””"” -9,)

donde ApCa?t es el potencial electroquimico transmembranal de Ca2*, R es la
constante de los gases, T es la temperatura, [Ca2*]f es la concentracion de
Ca2* fucra de la mitocondria, [Ca2*]4 es la concentracion de Ca2* dentro de la
mitocondria, F es la constante de Faraday, y ¢f y ¢4 corresponden al potencial
eléctrico transmembranal fucra y dentro de la mitocondria respectivamente.

A. Caracteristicas cinéticas del uniportador mitocondrial de Ca2*

El estudio cinético del transporte de Ca2* debe tomar en cuenta tanto la
concentracion de Ca2* como el potencial transmembranal. Esto implica un
problema metodoldgico, ya que en presencia de concentraciones micromolares
de Ca2* 1a velocidad de transporte puede ser lo suficientemente elevada como
para competir con el transportc dec protones generado por la cadena
respiratoria, lo que disminuye el potencial transmembrana!l de 200 a 150 mV.
Por tanto, las velocidades de transporte de Ca2* registradas a diversas
concentraciones del ion resultan menores que en condiciones de potencial
constante.

E! uniportador de Ca2* presenta alta afinidad por este cation. La
concentracion de Ca2* a la cudl se obtiene la mitad de la velocidad maxima
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(Kg.s) sc¢ ha reportado cntre 1-189 pM (Akerman, 1977h; Crompton v cols, 1976:
Hutson, 1977; Pfeilfer v cols., 1976; Vinogradov y Scarpa, 1973). Los valores de
velocidad maxima (Vmax) en mitocondrias de higado oscilan entre 700 y 1200
nmol/ min mg (Bragadin y cols., 1979; Hutson y cols., 1976; Vinogradov y cols., 1972);
mientras que en mitocondrias de corazon tienen un valor entre 400 y 1170 nmol
/ min mg (McMillin-Woad y cols., 1980; Vercesi y cols., 1978). Generalmente se dice
que el transporte es mayor en higado que en corazon, pero la velocidad mas
alta que se ha reportado se midié en mitocondrias de corazon de perro; 1750
nmol/min/mg (McMillin-Wood y cols., 1980). Por otro lado, aun los valores mis
altos de velocidad reportados resultan subestimados, ya que la velocidad es
limitada por ¢l transporte de electrones.

Algunos autores encuentran una dependencia sigmoidal con respecto a fa
concentracion de Ca2*, con un cocficienie de Hill que varia entre 1.7 y 2
(Bragadin y cols, 1979; Bygrave y cols., 1971; Heaton y Nicholls, 1976; Hutson y cols..
1976; Reed y Bygrave, 1975; Scarpa y Grazziotti, 1973; Vinogradov y Scarpa, 1973). Sin
embargo, otros autores no observan este fendmeno, o mencionan que depende
de la temperatura o de Ia fuerza idnica del medio, asi como de la presencia de
Mg2* u otras condiciones (Akerman, 1977b; Akerman, 1977: Bragadin v cols, 1979;
Crompton y cols,, 1976). Una alta concentracion de iones impermeables como
Mg2* o Li2* o bajas temperaturas incrementan la sigmoidicidad del proceso
{Bragadin y cols., 1979). Ademas, como se necesita estimar ¢l valor de Vmax para
calcular el coeficiente de Hill, tampoco estos valores son confiables. Pero se
puede considerar, en general, que el mejor estimado del coeficiente de Hill estad
alrededor de 2.

Un coeficiente de Hill de 2 indica que el Ca2* se une al menos a dos
sitios en ¢l uniportador, que pucden ser ambos de transporte o bicn. uno de
cllos de transporte y otro de regulacion. Se ha descrito (Vinogradov y Scaipa.
1973) que cuando sc unen pequefias cantidades de Ca2*, la sigmoidicidad del
transporte de Mn2* se pierde y su velocidad aumenta, lo cual se explica
diciendo que el Ca2* se une a un sitio de activacion que aumenta la velocidad
de transporte de Mn2*. La velocidad de disociacion de CaZ* de este sitio es
lenta, comparada con la velocidad de transporte (Kriner, 1986; Riley v Pleitter,
1986),



B. Dependencia de la entrada de Ca2+ a la temperatura

La dependencia del transporte de Ca?* a la temperatura puede utilizarse
para calcular la energia de activacion del proceso si se construye una grafica de
Arrhenius (In de la velocidad contra 1/T). Como la velocidad de determinado
proceso depende de su paso limitante, es importante determinar adecuadamente
la naturaleza de este tltimo. El proceso de transporte de Ca2* debe comprender
un paso de activacion ademds de los pasos de asociacion, transporte v
liberacion caracteristicos de los acarreadores. Ya que la entrada de Ca2*
depende de la formacion de un potencial eléctrico transmembranal, este pudiera
ser el paso limitante del proceso.

:n un medio con sacarosa, utilizando succinato como sustrato, Akermun
(1977) caleuio una energia de activacion de 40 kd/mol, y la adicion de 2 mM de
Mg?* redujo esta encrgia a 18 kJ/mol, mientras que la adicion de 0.4 mM de
espemiina redujo casi a cero la energia de activacion. Como ¢! Mg2*
generalmente inhibe el transporte, esta disminucion de la energia de activacion
parecerin anomala, sin embargo, csto puede reflejar la union de Mg2* al sitio
activador, mientras que la inhibicion se presentaria cuando el Mg2' se unicra al
sitio de transporte, inhibiendo de manera competitiva el transporte de Ca2t, ain
cuando sea o no transportado al otro lado de Ja membrana. Por su parte, ¢l
lantano. que probablemente interactiic con el sitio activo, no tienc cfecto
significativo sobre la energia de activacion. En un medio que contenia potasio
la encrgia de activacion fue de 70 kd/mol (<21°C) y ni el Mg2* ni la espermina
alterarvon significativamente este valor. En cuanto al pH, la velocidad de entrada
de Cal' aumenta dentro del intervalo de pH entre 7 y 8 (Heaton y Nicholls, 1976).

C. Inhibicion de la entrada de Ca?*

i.os inhibidores del transporte de Ca2* pueden ser de cuatro tipos. Entre
los inhibndores competitivos se encuentran tones que también son transportados
a través del umportador, como el Sr2*, el Mn2*, ol Ba2", el Fe2' y los
lantamdos. Existe otro grupo de inhibidores que esta formado por cationes
como el Mg2*_ las polaminas, y protones, que. a pesar de no ser transportados
por ¢l uniportador, interfieren en el proceso de transporte de Ca2* por union o
apantallamiento de cargas  El tercer grupo de inhibidores lo componen
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policationes como el rojo de rutenio v la hexamina de cobalto (Teshuukbamedon
y cob.. 1972). Estos inhibidores son muy polentes y presentan una baj constante
de inhibicion (Ki). Finalmente, existen algunos agentes farmacolGitces como
los B-blogueadores (Noack y Greefl, 1971), las guanidinas (Davidofl. 1978 v tos
diuréticos (Gemba, 1974) gue actvan como inhibidores del transporte de Ca

Debido a que la entrada de Ca2* es un proceso cooperative. no es ticil
demostrar 12 inhibicion competitiva  Por ejemplo, la adicton de Ca2*
(Vinogradov y Scarpa, 1973) 0 Pr2¥ (Vaino y cals,, 1970) en los primeres instantes
de! transporte de Mn2* cambia fa cindética de transporte de una forme sigmoidal
a unz foraa hiperbolica, pero también estimula el proceso (Visograboe v Scarpa,
1973 Vaino ot al. 1970). Esto debido probablemente a la ocup
actividor por jos 1ones adicronadaos, Como os lantdnidos so was portan may
+inhibndores

san de un sitio

lentamente & través del uniportader, pueden ser utihizedoes o

iy stnetan del

compstitivos efectivos (Reed v Bygiave, 1974b) De tos d
transporte Je Ca2* se ha caleulado que existe un masimo de G008 smol/mg de
sitins de transporte sensibles a lantano en la membrana miterit mitocondrial
(Reeid y ayarmve, 1974) Este dato representa uno de los estimac s conflables

del nitmero de acarreadores de Ca2 en este organclo.

fH

La anhibicion del transporte de Ca2* por Mg’ cspecidmente en
mitocondinas de cornzon (Vaino v cols . 1970) es parcialimente reverida por Mn2-
(Albhire y cots, 1985). El cadimnio es otro cation que inhibe cortpetitinvamente ¢l
transporic de Ca2* (Chaves y cols . 198%). El efecto del cadmio os prevenido pan
kt presencia de dinotrettol. To que mdica que. asi como el Ca?* - cadmio entia

a la mutocondris e mteractaa con algun grupo sulfidrilo en fa mambrana, ¢} cuai
es eseencial para la translocacion dei Ca* (Chives v cobs . 19%5) s poliannna.
espermini y esperniding, inhiben el tansporte de maters simkis al Ma2® | con
una K de T8O puM (Akerman, 1977h, benzen v cols . 1092) Sin enmargo, o hagas
concentraciones de Ca2 dichas pohannnas acuvan ¢l tansporic con uns Ky 5
de 50 uM en vez de mbibirlo (enzen v cals. 1992) Lo mibubicon por NMed o
potiaminas puede ser detnda s union de estos agentes corca del siio de
transporte o a clectos de apantallanuento de carpas.

El inhibidor mas utihizado en el estudio del transporte de Cule
mitocondnal ha sido ¢l policabion rojo de rutenio (Rossi y cols. 19731 un catton
hexavalente que tifie mucopohsacandos (Gustafson v Phil, 1967y [ ropo de

rutenio es capaz de unirse a stios dentro de proteinas a los que se une tambien
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el Tat! batt, 1971), sin embargo, la inhibicion que produce sobre el transporte
de Ca2® ey de tipo no competitiva (Reed y Bygrave, 1974), con una Kj de 30 nM.
Coneentraciones 15-50 veces mayores que la K; inhiben completamente el
transporte de Ca?*, Ademas, debe tenerse mucho cuidado en estas
determinaciones, ya que el rojo de rutenio pucde unirse al vidrio asi como al
plastico y a otros componentes del medio como la albamina.

Punificacion del uniportador mitocondrial de Ca2?

Se han hecho multiples intentos por purificar el acarreador mitocondrial
de Ca2* (Lchuinger, 1971; Sottocasa y cols, 1971; Gomez-Puyou, 1972; Blondin. 1974:
Carafoli v Sottocasa, 1974; Jeng y Shamoo, 1980; Moronova y cols, 1982; Ying v cols.
1991). Sm embargo, es dificil hacer una evaluacion incquivoca de las diferentes
preparaciones mitocondriales que han sido asociadas a este uniportador, ya que
su actividad ionoforética no ha sido ensayada en los mismos sistemas
experimentales. En la tabla 2 sc sintetizan las caracteristicas principales de los
extractos mitocondriales asociados al uniportador de Ca2*,

Después de los primeros estudios de transporte de Ca2* en mitocondrias,
Reynafarje y Lehninger (1969) describieron la existencia de dos tipos de sitios a
los que puede unirse el Ca2* dentro de la mitocondria: Un sitio de baja
afinidad, que puede unir hasta 40 nmol de Ca2* /mg, y un sitio de alta afinidad
que une hasta 1.2 nmol de Ca?* /mg y se satura un 50% cn presencia de 0.025
uM de Ca2t. La unién de Ca?* es extremadamente rapida y aparentemente
independiente de la temperatura. EI Mn2? y el Sr2* también se unen a los sitios
de alta afinidad, mientras que el Mg2* y el K* no lo hacen. Se ubservo que
particulas sonicadas v preparaciones de membrana interna conservan los sitios
de union de alta afinidad, pero queestos se pierden en mitocondrias lisadas con
agua o tratadas con detergente. Todos estos resultados no permite distinguir
entre el proceso de unién y el de transporte debido a la naturaleza del ensayo
unlizado por estos autores para cvaluar la union de Ca2°, asi que muy
probablemente lo que se obsenvo tue la entrada de Ca2*, ya que el proceso era
sensibile a desacoplantes.



Tabla 2. Preg iones asociadas al unip d drial de Ca2*
AUTORES METODO DE SITIOS DE NUMERO | INHIBI- CONTENIDO DE PORCENTAIJE DE
PREPARACION PEGADO Kd DE DORES CARBOHIDRATOS Y| TRANSPORTE DE { LA PROTEINA
DE ALTA COMPONE | DELA LIPIDOS Ca** MITOCONDRIAL
AFINIDAD NTES UNION
ACak
4045 nmoles de
48-70 Una proteina hexosaminas por mg,
Gomez-Puyou ¥ Choque osmotico con agua g | 07-3puM La®, 0.8 mgde No evatuado 0.5-1%
cols . 1972 destilada y preciptacion con | ensavado de67kDay | roode | carbohidratos /mg, |
10°a de sulfato de amomo | por dalisis 4 bandas rutenio nmol de acido
en menores stalica’mg. D00
equilibne natomos de fosfato/mg
n 5.7 ug'mg de acido
Sottocasa y cols . Choque osmotico en nmoles'mg | 100nM |Unaprotena La', sialico, 18 pgymg de | Baja [a eesistencia de 051%
1072 solucton de fosfatos o evalunda ded2kDa { rojpode hevasaminas y 33 bicapas en presercia
watamiento con por diahsis rutemo pg/mg de azucares de Ca*
vodosalicilato de litio en neutras 300 pg/mg de
Electroforesis preparativa_ {_equilibrio fosfohpidos
Tratamiento con FMA, Transporta cationes
Blondin, 1974 extraccion con acetona. No No No evaluado No No evaluado inespecificamente, se
amonio, fraccionamuentoen | evaluado | evaluado evalyado evalud por ensayos de No evaluado
silica‘alumma hinchamiento
Extrae Ca** de una
Solubrizacion con 0.3% de 170 No Nao contiene lipidos nt fase organica,
Jengveols 1978 | desoxicolato ¥ | Mde KCL. | nmolmg { 95 uM [ Unaprteina | evaluado carlyshidsatos ninbido por rojo de 03%
Separacion en sephadex G- | Evaluado de 3kDa rutero, Lot y
50 por pegado dependients de un
de Ma®*, gradiente de pH

EPR




Solubilizacion con 0 3 mg Ln
Sokolove y Brenza, | DOC:/mg, cromatografia=n | 1 molimol. | 1-2p\! | componente | My Sr, 3¢ mol Pi‘mol e 3.4 nmol Ca**/hr a
1983 Sephadex G-50 , evahuado de 3 kDa, Ba praena 45 M de proteims, (L)
delipidacion 2n una columna por Limdos de {2 evalnado por
dz sephades LH-20. Arslan | extraccion preparacion extracion a fase
tambien los lipidos de Ca’"a ofgana
fase
orgamica
Una protema Noevaluado
No No correspon- No No avaluado Transponta Ca** sin
Fry yGreen, 1970 | Subumdad ) delaciocromo | evaluado | evaluado | dienteala | evaluado selectividad, se
oudasa subumdad | NCOFPOrS i
dela hiposomas
<itocromo
avidasa
Precipitacion cot o de 30-40% de Aumenta {a
etanol, delyprdadacton No Una protemna No rbohid 2-3 at Cat*
AMironova v cols . { cromatogra®a con Sephader | evaluado 38 M de 30 kDa | evaluado | moles de actdo sialico | en bicapas iipidicas. 02-01%
Ju82 G-15. y eleciroforesis ot mohacula de tniitndo por 1-1¢ uM
_prepamtive plicoprotema ds rojc de rutemo
Precipitacion con %0% e de
etanol, delimdadacion, o contiene i Forma canales de
AL yeols, fia en Seph No Un pepudo No carbehidratos Ca** en bicapas
1982, 1903 G-15 y cromatografia en evaluado | 43 M de2kDa | evaltado Lipidos hipidicas, :nhibido 0.02-0.08%

Sefarosa 4B o cromatografia
en tiopropi!-sefarosa,
Sephadex G-57v HPLC

pot rop de rutenio




Transporta 260 nmol

de Ca/mg en 30 min
Solubriizacion con 1 2% de a vesiculas lipidicas,
Zazueta y cols., colato, sepiracion en Ne No Gran No No evaluado inhibido por rojo de No evaluado
1991 gradiente discontinuo de 30- | evaluade | evaluado | cantidadd de | evaluado tutenio y dependiente
40°5 de glicerol componentes del potencial
transmembranal,
inhibido por Mg con
K0.5de 292 mM
Transporta 88 nmol
de Ca**/mg min,
Solubihizacion con 1 2% de No No Aprouimada { 0.654 No evaluado sensible a rojo de
Zaruetay cols, 1994 |  colato, precipitacion con evaluado | evaluado | mente 10 pumol rutenio y dependiente. 1.52%
90°6 de sulfato de amonio compaonentes {  Pmg de un potencial
transmembrana!
Evaluado tambien en
fase orginica.
Transporta 1194
Solubthizacion con 1.2% de No No Aproximada No No evatuado nmol de 0093%
Zazueta y cols , colato, precipitacion con evaluado | evaluado | mente 10 | evaluado Ca¥*/mg/Smin
1094 00%5 de sulfato de amonio, componentes sensible a rojo de
extraccion organica tutenio y dependiente
de un potencial
transmembranal

*l



Este trabajo

Solubilizacion con 1.2% de
colato, precipitacion con
50% de sulfato de amonio,
cromatografia en
concanavaling A

Neo
evalusdo

No
evaluado

Una
glicoprateinal  No 10% de ancases,
de 36 evaluado | estructura glicosidica
kPay3 oligomanosa, kajo
@ ido de acido
menores sidlico

Transporta 100 amol
Cat*/minmga
vesiculas cargadas
con fiira 2, inkitido
por rojo de rutenio
conuna K o de
16.11 nM, por La%*
conuna Koy de 391
#M, y inhibido por
espermina con un3
Kg .5 de 140 M

0.011%

st
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La existencia de los sirios de alta afinidad ha sido cuestionala por
Ackerman v cols. (1974), quicnes observaron la desaparicion de dichos sios al
premeubar a las mitocondrias con antimicina o HONO. Aun asi ewste
suficiente evidencia de la existencia de un acarreador mitocondsiai para (Ta2
t:stas evidencias pueden resumirse en dos:

t-  Ef transporte de Cal' es inhibido por muy bajas concentraciones de
lantano (0.08 nmol/mg). o de rojo de rutenio (L4 nmol/mg) (Mehr. 1989 Moore.
1971}, a hajas concentraciones estos inhibidores no inhiben la respiracion m ol
transporte de algin otro sustrate Ambos infubidores se unen con 2ha afimdad
(Kd:= 0.01 pM) y mucha especiticidad (0.08 nmol/mg) (Vasinpron v cols., 1072
Reed y Bygrave, {974).

2- Bl transporte de Ca?' al nterior de la mitocondna exibe un
comportamicnto  cinético  caracteristico  de upa molecula  trivisponadora
sigmoidicidad, saturabilidad. aita atimdad por su sustrato, v de | a 2 sitos
activos (Vinogradov y Scarpa, 19733

A Las primeros intenos

El trabajo de Reynararje v Lehninger (1909) mencionado en b seccion
anterior sugeria que el uniportador de Ca2 podria ser aislado on forma soluble:
asi que posteriormiente estos autores separaron una fraccion a parn de
st raccion

mitocondrias expuiestas a choque osmadtico (Lebninger. 1971). E
contiene tanto sitios de alta afinidad (1,47 omol/ing de pratemas mstocondriat),
como sitios de baja afimdad (133 amol/mg de proteina nrtocondaal) v la
constante de disociacion del sitio de alta abinidad s un poec smer a
constante caleulada para mitocondiias completas

La union de Ca2”® g esia fraccion no es mhbidz por Mo’ (sone - e i 2
mM de Cal', concentracion a fa que tambien es inbiiuda ol de baga
atinidad) mi por desacoplantes. Ademas, las constantes caicub:

pormaecen

malteradas al vanar Ja canttdad de protemi. lo gue indica Drweneso de

union no es cooperative  Se espeenlo que el pese moleculu i particula

responsable de ki union debiu exceder los 150 kDa, va que ok eiandada e
una columna de Sephades G-200. v no por columnas de Sephad -~ G190 6 (-

50
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Gomez-Puyou y cols. (1972) intentaron purificar el factor que une Ca2* con
gran afinidad a partir del extracto acuoso obtenido por Lehninger (1971) (tabla
2). Precipitaron el extracto obtenido por choque osmdtico con 4 mg/ml de
sulfato de amonio después de haber intentado, sin éxito, separar el componente
activo por medio de cromatografia en Sephadex G-100 y G-200. La separacion
por cromatografia resulto especialmente dificil debido a que todas las proteinas
de la preparacion presentaban aproximadamente el mismo radio de Stokes. Con
el tratamiento con sulfato de amonio obtuvieron un material insoluble que tienc
actividad de unién a Ca2*. Con respecto a la proteina inicial se calculé que ¢l
factor de union a Ca2* fué purificado de 50 a 100 veces.

El factor contiene tanto sitios de baja afinidad (Kd = 500 pM y un niimero de
sitios de 900 nmol/mg de proteina mitocondrial), como sitios de alta afimdad
(48-70 nmol/mg de proteina mitocondrial); cuya actividad de union no es
inhibida por desacoplantes ni por inhibidores de la respiracion. Se compone de
una proteina predominante de 67 kDa y 4 proteinas menores . Estc extracto se
convirtid en insoluble después de la dialisis, lo que impidié la posterior
purificacion del factor, por tanto se procedio a analizar la composicion de esta
preparacion (tabla 2). Su contenido de acido sidlico (1-1.2 nmol de acido
sialico por mg) corresponde al 0.2-2% de los sitios de union de Ca2*, por lo
que se especuld que el acido sialico no interviene en el proceso de union a
Ca*,

Esta preparacion, como muchas otras descritas aqui no fueron incorporadas a
vesiculas o bicapas lipidicas para evaluar su capacidad ionoforética para Ca2't,
y por tanto no puede establecerse su relacion con el proceso de transporte de
Ca2* mitocondrial. Sin embargo, csta preparacion en particular constituyé la
primera sugerencia de la presencia de grupos carbohidratos como componentes
del sistema uniportador de Ca2* .

B. Evidencia de la presencia de glicoproteinas en Ia mitocondria

Moore (1971) sugirio que la insolubilidad del factor aislado por Lehninger
era indicativo de que este extracto contenia pequefios fragmentos
mitocondriales que precipitan a bajas concentraciones de sal, probablemente
fragmentos que contienen grupos carbohidratos. Este mismo autor, conociendo
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la observacion hecha por Bondareff (1970) de que la mitocondria se tifien por ¢l
colorante para mucopolisacdridos rojo de rutenio (Gustafson y Fibl. 1967; Luft,
1965), ¥ sabiendo que los grupos sulfato y carboxilos de los mucopolisacdridos
son buenos candidatos para unir Ca2*._ estudio el efecto de cste colorante cn la
unién y transporte de Ca2*, El rojo de rutenio a una concentracion de 12 pM
impidc que el Ca2* estimule la respiracion, sin inhibir la estimulacion de la
respiracion inducida por ADP o valinomicina. La curva de inhibicion del
transporte de Ca2* por rojo de rutenio muestra 2 pendientes, y la efectividad
det inhibidor es mucho mayor por arriba de 24 uM. Con esto se pudo calcular
que se unen aproximadamente 0.35 nmo! de rojo de rutenio por mg de proteina,
lo que representa e 25-30% del valor estimado por Lehninger {1969) para sitios
de union de aha afinidad (1.2 nmol/ing). Dichos estudios de inhibicion, aunados
a las evidencias de pegado de Ca2* de alta afinidad (ver seccién anterior)
establecen de manera inequivoca que Ja molécula responsable de la captacion
de CaZ* cn mitocondrias ¢s una proleinz. El trabajo de Moore (1971)
sugicre ademis que el transportador mitocondrial de Ca2* cs de naturaleza
glicoproteica.

L.a presencia de glicoproteinas en la mitocondria ha sido evidenciada por
de Bernard y cols. (1971) quienes encontraron que aproximadamente el 80% del
material que contiene grupos carbohidratos en la mitocondria se libera en forma
soluble y que las membranas externa e intemna también contienen carbohidratos
(tabla  3). Estos carbohidratos cstin  probablemente  asociados
macromoléculas.

‘Fabla 3. Contenido de carbohidratos en los compartimentos mitocondriales segin de
Bemard y cols. (1971)

nmol/mg
hexosamina acido sialico
membrana intermna 135 1
membrana exteina 263 40
mitocondria completa 168 D]

Bosmann y Martin (1969), conociendo la presencia de glicoproteinas en
la mitocondria (Brunngraber y Brown, 1903; 1964), investigaron la capacidad de la
mitocondria para incorporar monosacaridos a proteinas, encontrando que Jas
mitocondrias aisladas son capaces de incorporar monosacaridos (fructosa,
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manosa, glucosa y galactosa, pero no xilosa) a partir de carbohidratos unidos a
nucleotidos difosfatados, proceso para el cuil no es necesario que la
mitocondria se encucntre integra. Los monosacdridos asi incorporados se
localizan en la membrana interna mtocondrial, en el mismo compartimento en el
que se observé la incorporacion de leucina; por esto se concluyé que la
mitocondria es capaz de sintetizar glicoproteinas e incorporarlas en su
membrana interna. Se sabe también que tanto la membrana interna como la
externa de la mitocondria conticnen distintos sistemas de sintesis de N-
glicoconjugados a través de la via de dolicolpirofosfato (Levrat y cols., 1989). La
membrana interna ademas es capaz de transferir azicares unidos a nucleotidos
4 aceptores proteicos (Levrat y cols, 1990).

C. Purificacion de una glicoproteina mitocondrial asociada a movimientos de
Ca2*

ILos trabajos de Moore (1971), de Bemard y cols. (1971) y Bosmann y
Martin (1969) dirigicron los esfuerzos de algunos grupos hacia la basqueda de
una glicoproteina como el uniportador mitocondrial de Ca2*, Entre estos
grupos se encuentra el de Sottocasa (Sottocasa y cols., 1971) quienes describieron
la purificacion de una ghicoproteina localizada en el espacio intermembranal
(tabla 2). En ese trabajo se recuperd una fraccion soluble (se calculd que ¢l
30% de la proteina mitocondrial es liberada después de un proceso de
hinchamiento) que contenia una serie de proteinas las cuales fueron detectadas
en un gel de poliacrilamida. Entre las proteinas obtenidas destaca una banda de
51 kDa correspondiente al 20% de la proteina del extracto acuoso. Dicha
proteina reacciona positivamente con ¢l reactivo de Shiff, con toluidina, con
azul alciano y con rojo de rutenio, lo que denota su naturaleza glicoproteica.
Sin embargo, en cuanto a su relacion con el uniportador de Ca2*, la cantidad de
glicoprotcina asi obtenida contrasta claramente con ¢l nimero de acarreadores
calculados por Reed v Bygrave (1972b).

Posteriormente se determing que fa banda prominente de 51 kDa esti
compucesta por varias proteinas, incluyendo a una glicoproteina. Esta altima fue
separada por un sistema combinado de clectroforésis preparativa, y sus
propicdades mds importantes se resumen en la tabla 2. La glicoproteina puede
ser purificada también sometiendo a las mitocondras a un procesa de
sonicacton, esto hizo suponer a Sottocasa y cols. (1971) que su localizacion
dentro de la mitocondria se distribuye entre la membrana interna v el espacio
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intermembranal, o bien que se c¢ncuentra expucsta en la cara interna de la
membrana interna mitocondrial,

Con cl fin de purificar una mayor cantidad de glicoproteina se utilizaron
para su preparacion mitocondrias de higado de bovino (Sottocasa y cols.. 1972),
calculandose un peso molecular de 42 kDa. La glicoproteina contiene
cantidades variables de Ca2* y Mg2* unido (hasta 400 inmol/mg), y por lo que
toca a su capacidad para unir Ca2*, se¢ observaron dos componentes con
distintas afinidades: ¢l componente de alta afinidad une hasta 72 nmol Ca2'/mg
micntras que el de baja afinidad une hasta 600 nmol de Ca?"/mg con una
constante de disoctacion de 10 uM. Los inhibidores de la respiracion
mitocondrial asi como los desacoplantes no afectan ¢l proceso de umion de
Ca?! a esta preparacion. Ya que ¢l peso molecular de la glicoprateina es de 42
kDa, se caleulé que un mol de proteina une aproximadamente 3 moles de Ca2t
con gran afinidad. Por otro lado, la glicoproteina aislada corresponde al 0.5-1%
de 1a proteina mitocondrial total, y por tanto constituiria toda la capacidad de la
mitocondria para unir Ca2* con alta afinidad.

Para establecer si la glicoproteina participa en los movimientos
mitocondriales de Ca2* se efectuaron varios ensayos diferentes. Uno de estos
estudios incluyd la incorporacion de la glicoproteina aislada por Sottocasa y
cols. (1972) a bicapas lipidicas. Se encontrd de esta manera que la glicoproteina
produce una disminucion notable de la resistencia eléetrica, pero solo en
presencia de Ca2t, y que este efecto es sensible a rojo de rutenio (Prestiping v
cols.. 1974),

Por su parte, Sandri v cols. (1976) encontraron que la liberacion de [a
glicoproteina disminuye a medida que disminuve la salida de Ca2,
estudiaron la liberacion de la glicoproteina hacia ¢l medio, despues de someter
a las mitocondrias a choque osmotico. La cantidad de glicoproteina liberada fué
estimada por medidas densitométricas en geles de poliacrilamida v se encontro
que la cantidad de proteina liberada en ausencia de Ca2* era el doble de la
liberada en presencia del cation. Ademis, el EDTA, un quelante de cationes
(mas especifico para Mg2°), es capaz de extraer también a la glicoproteina S
embargo, el EGTA, que es un quelante mas especifico para Ca2* no fue capaz
de liberar a la glicoproteina. Por lo anterior estos autores atribuyven al Mg2* un
papel en Ja asociacion de la ghicoproteina a la membrana,
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Parte de la glicoproteina aislada por Sottocasa y cols. (1972) y también

por otros (Carafoli y cols., 1972; Carafoli y cols., 1973) es solubilizada facilmente en

medio acuoso por choque hipoténico; mientras que otra parte requierc de

extraccion con iodosalicilato de litio (Marchesi y Andrews, 1971). En cuanto a los

ensayos de liberacion de la glicoproteina, ambas preparaciones son similares en

composicion pero presentan difcrente grado de liberacion de la membrana, lo
que pucde deberse a un diferente contenido de fosfolipidos.

En presencia de Ca?t y Mg2* e inhibidores dc la respiracion, las
membranas pueden asociar una cantidad considerable de la glicoproteina, lo
que indica que el fenomeno de asociacion a la membrana es reversible y
controlado por la presencia de los cationes. Por otro iado, en condiciones ¢n fas
que se produce el transporte de Ca2+, la cantidad de glicoproteina en el espucio
intermembranal disminuye. Asi, estos autores concluyen que fa glicoproteina
actia como un acarreador movil, y que s¢ asocia a la membrana solo en
presencia de Ca2+, lo cual ademds coincide con observaciones anteriores
hechas por otros grupos (Gitler y Montal, 1972).

Gomez-Puyou v cols. (1972) hicieron una comparacion entre ¢l factor
insoluble aislado por ellos y Ia fraccion soluble obtenida por Sottocasa y cols.
(1972), los aspectos mas importantes de dicha equiparacion se pueden resumir
como sigue:

1. Ambos factores prescntan sitios de unién de Ca2* de alta y baja afinidad. La
constante de disociacion del componente de alta atinidad es 0.75-4 uM para
el factor insoluble, y 0.1uM para la glicoproteina soluble. El nimero de
sitios de alta afinidad oscila entre 48 y 60 nmol/mg para el factor insoluble,
v esta alrededor de 70 mmol/mg para la glicoproteina soluble.

2. Ambos factores contienen fosfolipidos y cantidades apreciables  de
carbohidratos.

3. Ambas preparaciones s¢ componen de una banda prominente detectada en
un gel de poliacrilamida, pero éstas dilicren en  su peso molecular. La
glicoproteina soluble tiene una masa molecular de 42 kida, mientras que el
factor insoluble pesa aproximadamente 67 kDa.
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4. Ambas preparacioncs representan entre el 0.5 y el 1% de 1a proteina total de
las mitocondrias.

Es posible que la glicoproteina aislada por Sottocasa (1972) provenga de
un compartimento mitocondrial distinto al de la fraccion aislada por Gomez-
Puyou y cols (1972), ya que este Gltimo fue obtenido de extracciones con agua
destilada, lo que elimina una cantidad considerable de proteinas de ja matriz
mitocondrial, asi como proteinas membranales que se tornan insolubles en
soluciones salinas diluidas. Puede ser también que el factor insoluble sea una
forma agregada o desnaturalizada del extracto obtenido por Sottocasa y cols
(1972).

D. Otras proteinas asociadas con ¢l uniportador

Algunos otros autores trataran de purificar al uniportador de Ca2*. sin
buscar especificamente a una glicoproteina. Blondin (1974) por cjemplo,
afirmaba que ¢! comportamiento del uniportador correspondia al de un
acarreador mavil del tipo de los iondforos, y por tanto soluble en la membrana
mitocondrial. Su estrategia de puriticacion consistio entonces en utilizar un
agente que afectara la asociacion del uniportador a la membrana, este factor fué
¢l mereurio. que se sabe afecta los flujos de Ca2* en mitocondria. Suponiendo
que este agente se pegarin especificamente al uniportador, Blondin (1971
sometio a las mitocondrias a un tratamiento con {luoromercuriacetato, v
posteriormente las delipidd con una mezcla de acctona:amonto. Obwuve 53 ing
de extracto por mg de proteina mitocondrial, este extracto era soluble en
cloroformo y fué sometido a fraccionamicnto cromatografico. Se encontro en
una de las fracciones propiedades ionoforéticas para Mg2' (tabla 2). Sin
cmbargo, el ensaya de hinchamiento utilizado para evaluar la relacion de esta
preparacion con ¢l transporte de Ca2' no es una medida confiable de las
proptedades ionoforéticas de la fraceion, ademas de que muy probabilemente se
presentaron artificios debidos al uso de solventes orginicos.

Jeng v cols. (1978) realizaron ¢l primer trabajo de purificacion del
uniportador en el que se utilizd un detergente. Obtuvieron una fraccion
solubilizada con desoxicolato de sodic y separada posteriormente por medio de
filtracion en gel (tabla 2). Estos autores, bajo fa suposicion de que ¢l Mn2* es
un buen andlogo del Ca2! para interactuar con el uniportador, evaluaron por la
técnica de EPR la union de Mn2* no reemplazable por Mg2*  como un
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indicativo de la presencia del uniportador de Ca2*. De entre las fracciones
obtenidas después de la cromatografia de exclusion molecular, se encontro una
con ¢l mayor nimero de estos sitios de unién de Mn2*. ésta contenia una
proteina predominante de 3 kDa a la cual se le dio el nombre de “calciporina”
debido a que presenta dos sitos de union a Ca2*. El sitio de alta afinidad une
hasta 170 nmol Ca2+/mg, (tomando una masa molecular de 3 kDa esta proteina
une 0.5 moles de Ca2* por mol de proteina) y otro de baja afinidad que une
hasta 1.3 moles de Ca2*/mg con una constante de disociacion de 33 uM. La
calciporina puede extraer Ca2* de una fase organica, siendo mas selectiva para
Ca2* que para Sr2*, Mn2* o Mg2*. Por otro lado, cuando se sometié a
delipidacion no se encontraron acidos grasos libres o hexosaminas asociadas a
la proteina (Jeng y Shamoo. 1980), ademas de conservar sus propicdades
ionoforéticas, pero con solamente un sitio de unién para Ca2'; este altimo une
1 mol de Ca2* por mo! de calciporina con una constante de disociacion de 35 2
UM (Jeng y Shamoo, 1980b).

Sckolove y Brenza (1983) demostrarian mas tarde que las propiedades
ionoforéticas de la calciporina son debidas a lipidos contaminantes, ya que al
separarlos, éstos presentan la misma actividad de union y transporte de Ca2*
que la preparacion completa.

Se ha sugerido también que la subunidad I del complejo citocromo ¢
oxidasa esta involucrada en el proceso de transporte de Ca2* (Fry y Green, 1979),
pero este transporte no es selectivo para Ca2*.

E. La glicorproteina aislada por el grupo de Mironova

Algunos acarreadores mitocondriales se han podido purificar con simples
separaciones  protéicas en base a su peso molecular, después de una
solubilizacion con detergente o solventes organicos (Weilwa y cols, 1992), v mas
recientemente se han utilizado téenicas inmunologicas para identificar a dichos
acarreadores. Mironova y cols. (1982), describieron la purificacion de una
glicoproteina mitocondrial de 40 kDa y un péptido de 3 kDa (tabla 2)
utilizando estas técmeas. El método de purificacion incluyo una separacion de
exclusion molecular ¢n cromatografia en gel después de una extraccion
organica con etanol, v la capacidad ionoforética de las fracciones obtenidas fué
evaluada en bicapas planas en presencia de 12 mM de Ca2:. Dos de las
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fracciones fueron capaces de mediar ¢l transporte de CaZ*. A partir de una de
cllas se purificé una glicoproteina de 40 kDa, por elucion de un gel de
clectroforesis, y de la otra fraccion se purifico un péptido de 2 kDa por
cromatogsafia de afinidad en una columna que une grupos sulfidrilo (scfarosa
4B), este péptido es soluble en agua v en etanol. El tratamiento con acetona no
separa al carbohidrato de la glicoproteina, lo que si le ocurre a otras
preparaciones (Panfili y cols, 1976), esto es indicativo de que la porcion
glicosidica se encuentra fuertemente unida a la proteina. Las glicoproteinas
purificadas por Panfili y cols. (1976), y Mironova y cols. (1982) contienen gran
cantidad de aminoacidos acidos, sin embargo la composicion de aminoacidos
entre estas dos preparaciones es notablemente distinta.

La relacion del aumento en la conductancia de bicapas planas con
respecto a la cantidad de glicoproteina afiadida tiene un comportamiento
sigmoidal, lo que ocurre también en presencia del péptido de 3 kDa. El
aumento en la conductividad es selectivo para Ca2*; ni el K™ ef Na* o ¢l Mg2+
lo producen. Ademis, a cierta concentracion de proteina (1-2 ug de péptido por
mi, 0 5-7 pg de glicoproteina por ml), se producen variaciones en la corriente
transmembranal, v estos autores (Mironova y cols, 1982) asocian dichas
variaciones a la apertura y cierre de canales. El estado abierto de los canales
varia entre | seg vy decenas de minutos, micntras que {os canales de 0.5-1.0
nseg y los de 20 pS son selectivos para Ca2*. Esto ahimo indica que los
canales mayores son agregados de los canales pequefios. En cuanto a la
inhibicion del proceso. el rojo de rutenio a una concentracion entre 1 y 10 yM
inhibe el aumento de ta conductancia inducido tanto por la glicoproteina como
por ¢l péptida.

Después de delipsdar a la glicoproteina {a capacidad ionoforética no
dismmuya, ni tanpoco su sensibitidad al rojo de rutenio, sin embargo, después
de un tratamiento con una proteasa, ta actividad de a glicoproteina se perdio
totalmente. Por otro lado, reactivos que se unen a grupos tioles como el
mercunacetato de fluoreseena o ef mercunacetato abaten i actividad tanto de
ta glicoproteina como ded pepudo. mientras que ¢l ditiotreitol restaura la
actividad de ambos factores La alta sefectividad v efectividad de los ionoforos
aislados es atribuida a que el metodo de purificacion deserito por Mironova v
cols {1082) clunina el uso de detergentes, agentes caotropieos, reactivos que
reaccionan con grupos troles, ast como de enzimas proteoliticas, va que dichos
agemes dificultan {a obtencion de una preparacion activa. Las enzimas
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proteoliticas inestabilizan a las proteinas, v los detergentes ¥ reactivos para
grupos tioles inducen por si mismos transporte 2 través de las hicapas planas.

Anticuerpos preparados contra la glicoproteina inhiben el transporte de
Ca2* en mitoplastos (Saiis v cols.. 1993) y 0.5 mM de espermina, un estimulador
del transporte de Ca2' en mitocondrias (Nicchitta y Williamson. 1984; Allshire y
Saris, 1986; Kréner, [988) cvita en cierto grado deiha inhibicion. Sin embargo, los
anticuerpos, efectivos en el reconocimeinto de la glicoproteine aislada por
Mironova y cols. (1982) no rcaccionan con la glicoproteina purificada por
Sottocasa y cols. (1972), v no son i organo, ni especie especificas (Dolgachova y
Scarga, 1984), ademas de que en una preparacion de fibroblastos reaccionan
especificamenta con smitocondnas.

Mas tarde, el grupo Mironova v cols. (1994) purificd atn s1as e péptido
de 2 kDa utilizando columnas de tiopropil-sefarosa, Sephades G-Stt v HPLC
sucesivamente. El péptido forma canales selectivos para Ca' inhubibles por
rojo de nitenio asi como por tratamiento con proteinasa. Sin emburpa. en estos
ensayos en bicapas planas se utilizaron coneentractones de Ca* relativamente
allas {en el rango milimolar), por lo que no se puede saber que tan especifica
para Ca2* es esta preparacion Bl péptido aislado por el grupe de Mironova
tambicn fue reconstiturdo en el modelo de proteoliposomas con ef cual se
pueden utilizar concentraciones de Ca?" mucho menores. caleulundone ung Km
para Calt de 20 pM. v una T5g para rojo de rutento de 2-3 0 (Zhou G
Mironova G v Garld K., 1993 Biophys 1 64 A80, datos no publicadosy Ya que el
peptido fue punticado a partir de to preparacion glicoproteina-peptida, el grupo
de Mironova (vurosova v cals., 1993) suginiy que el uniportados de (a2t esty
contenido ¢ esizr 0luma preparacion v comprende o mas de un componente

Para que se Tormen canales. ¢ef pépudo tiene que agregarss ciambos
lados de ly membrana, esto sugiere que dicho canal esta formado por dos o mas
de los péptidos de 2 hDa En cuanto o la capacrdad de estas propariciones poaoa
unir Cu2*, el complejo gheoproteina-péptido conticne sitios de aita (ind =3 §
X10-0 M), v baja afinidad (Kd = 4.3 X 13 M) para Ca?* La ghicoproteniy
sOlo conuene los aitios de alta afinidad: v se desconoce que upn de sitios de
union a Ca™ se presentan en el péptido, pero se asumio que contiene a los
sttios de baja afimdad (Utesheva v cols. 1989), idea que es apoyada porel hecho
de que los ensavos de transporte con el péptido necesitan mucho mas Cal® que
fos que se llevan a cabo con el complejo glicoproteina-péptido
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Se ha sugerido, debido a todo lo anterior que los sitios de baja afinidad
estan involucrados en el transporte (Happel y Krall, 1979), mientras que los sitios
de alta afinidad contenidos en la pane glicoprotéica estan involucrados en ¢l
reconocimicnto del Ca2* y, a pesar de los estudios antes mencionados, no
puede aftrmarse que la preparacion de Mironova y su grupo (1984) sea el
uniportador de Ca?*, ya que existe evidencia de e Ia glicoproteina es un
contaminante citoplasmico; porque su secuencia amino terminal es muy similar
a la de Ia proteina plasmaticaorosomucoide (Mironova y cols., 1994).

Como se ha mencionado, la secuencia de aminodcidos de la glicoproteina
parcce corresponder a la al-glicoproteina  humana  (orosomucoide), sin
embargo, aiin permancee la controversia acerca de la identidad de la
preparacion de Mironova v cols. (1982), ya que los anticuerpos preparados
contra la glicoproteina reaccionan también contra la orosomucoide, mientras
que anticuerpos preparados contra la orosomucoide no inhiben el transpone de
Ca2’ ni reaccionan con mitocondrias (Mironova y cols., 1994). Ademis, en estos
trabajos no sc evaluo el transporte utilizando unicamente a la glicoproteina y
por tanto tampoco s¢ pudo hacer una comparacion de éste trunsporte con la
actividad del complejo glicoproteina-peptido asi como con la actividad del
peptido aislado.

F. La obtencion de un extracto con las propiedades 1onoforéticas del
umiportador

fa identificacion inequivoca de aiguna preparacion protéica con el
unipartador mitocondrial de Ca2’ estd necesariamente  condicioriada al
desarrollo de técnicas confiables para la evaluacion del transporte de Cu7* . Las
téenicas {luorométricas. asi como las téenicas isotopicas constitven las
metodologias mas utilizadas para evaluar el transporte a vesiculas hpidicas
reconstituidas. Zazueta v cols. (1991) han utilizado el sistema de vesiculas
reconstituidas evaluando Ja captacion de 45Ca. El extracto obtenido por estos
autores  (Zazueta  y  cols,  1991).  después  de  solubilizar  particulas
submitocondriales con colato (tabla 2), media la acumulacion de Ca2® en las
vesiculas mediante un proceso dependiente de un potencial electroguimico, ¢
inhibible por rojo de rutenio. Las vesiculas reconstituidas con el extracto
solubilizado con colato transportaron 43 nmol de Ca2* /mg min. lo que
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corresponde al doble de las vesiculas con citocromo ¢ oxidasa sin extracto
incorporado. En presencia de rojo de nutenio, dichas vesiculas solo transportan
30 nmol de Ca2* /mg min, calculandose una Ki para rojo de rutenio de 3.5 uM
a pH 7.0. Por otro lado, el potencial transmembranal en las vesiculas, fu¢
abatido por la entrada de Ca?2+,

En dicho trabajo también se hicieron separaciones de proteinas en un
gradiente discontinuo de 20, 30, 40 y 50 % de glicerol, encontrandose la
actividad de transposte de Ca2! en las fases de 30 y 40% de glicero!l. Este
método de purificacion, sin embargo no resulto efectivo ya que la actividad
especifica de fas fracciones no se incrementa con respecto a la del extracto
crudo.

Es necesario mencionar también que vesiculas con citocromo ¢ oxidasa
incorporada, sin ninguna otra proteina reconstituida son capaces de transportar
de 2-3 nmol de CaZ* /mg de citocromo ¢ oxidasa, de una manera dependiente
de potencial transmembranal (Fry y Green, 1979; Rosier y Gunter, 1980; Rosicr y cols..
1981), sin embargo, este transporte no es sensible a rojo de rutenio (Rosier y
Gunter, 1980; Zazueta y cols., 1991). Las vesiculas lipidicas utilizadas en el trabajo
de Zazueta y cols. (1994) incorporan 40 pg de extracto crudo /mg de
fostolipido, y 20 pg de extracto de 30% o 40% de glicerol/mg de fosfolipido
(predominantemente proteinas entre 35-60 kDa de peso molecular), y de
ensayos utilizando antopirilazo se pudo distinguir entre el proceso de union de
Ca2* 4 las vesiculas y ¢! transporte del ion al interior de éstas. Se caleuld una
Isg para Mg2* de 29.2 mM. Estas vesiculas acumulan una cantidad similar de
Sr2*, pero en un proceso menos sensible al rojo de rutenio.

Posteriormente, el grupo de Zazueta y cols. (1994) purificd ain mas estos
extractos mitocondriales haciendo precipitaciones con 50 y 50-90% de sulfato
de amonio. El extracto crudo transporta 127 nmol Ca2+/mg/5 min, mientras que
el extracto precipitado con 50% de sulfato de amonio no es capaz de
transportar Ca2*, y ¢l extracto precipitado con 50-90% de sulfato de amonio
transporta 443 nmol de Ca?*/mg/5 min, jo que representa una purificacion de 3
veees, esta actividad desaparece si el extracto es hervido, La extraccion
organica de la fraccion de 50-90% de sulfato de amonio tiene una actividad
mayor: 1194 nmol de Ca2*/ mg/5 min, fo que representa una purificacion de 8
veces. También se probo el transporte a través de una fase organica,
encontrindose que es sensible a 5 uM de rojo de rutenio. Los lipidos
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contenidos en la preparacién no son capaces de mediar el transporte de Ca2* en
este sistema.

Se prepararon anticuerpos contra la {raccion FF90. Tanto los anticuerpos
control como los anticucrpos dirigidos contra FS0 inhiben el transporte de Ca2?
en vesiculas con citocromo ¢ oxidasa y extracto mitocondrial incorporados.
pero ¢l transporte es la mitad utilizando los anticuerpos dirigidos comra el
extracto F90. En mitoplastos estos anticuerpos inhiben el transporte de Ca2?
pero no la respiracion. Ademads, los anticuerpos no reconocen proteinas en
inmunoréplicas tipo Western cuando sc transficren proteinas hervidas, lo que
indica que probablenienic el epitope que reconoce sea conformacional Estos
anticuerpos reconocen 2 bandas de 75 y 20 kDa tamto en particulas
submitocondriales como en ¢l extracto FYG, por o que fueron 2luidos de ambas
porciones del gel. Los anticuerpos yue reconocen a la proteina de 75 kDa
inhiben el transporte de Ca2* cn un 40%, mientras que los que reconocer a b
proteina de 20 kDa inhiben en un 67% el transporte de Ca?’. Por lo anto se
concluyo que esta proteina de 20 kDa forma parte del sistema uniportador de
Ca2* mitocondrial, sin embargo, no s¢ hicieron ensayos control utilizando
anticuerpos contra alguna otra proteina de 20 kDa, acida o hidrofilica, para ver
si ¢stos también son capaces de inhibir €l transporte de Ca?' de una manera
similar.

Con cf ohjetiva de purificar el componente mitocondrial 1esponsable el
transporte de Ca2*, en este trahajo s¢ prepard a fraccion actva desenia pot
Zazueta y cols. (1994), va que los estudios inmunologicos y de recanstitucion de
estas fracciones indican claramente su refacion con ¢} uniportador mitocondrial
de Ca?*. Ya que alguno de los componentes del sistema uniportador de Ca2?
pudiera estar glicosilado (Gomez-Puyon y cols., 1972) Sottocasa v cols, 1972,
Mironova y cols., 1982), sc buscaron componentes ghicoprotéicos utilizando i
jectina concanavalina A en una columna de afinidad. El sistemia expenimentat
utilizado para evaluar la capacidad de transporte de Ca2® de las fracciones
obtenidas fue el modelo de vesiculas lipidicas con el indicador fluorescente
para Ca2* fura 2 en su interior. Este sistema ha sido utilizado para evaluar
transporte en la purificacion de otros acarreadores mitocondriales (Weita v
cols.. 1992), v tiene la ventaja de penmitir fa deteceion de pequedios movimientos
de Ca2*_ en vesiculas de gran volimen v con poca proteina reconstituida
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Objetivo

Purificar el componente mitocondrial responsable del transporte de Ca2+
a partir de la fraccion obtenida por Zazueta y cols. (1994).

Objetivos particulares:

- Aistar una fraccion glicoproteica del extracto obtenido por Zazueta y
cols. (1994)

-- Reconstituir las proteinas obtenidas en vesiculas lipidicas con el
indicador fluorescente Fura 2 en el interior

- Evaluar la acumulacion de Ca2* mediada por las proteinas obtenidas,
asi como la sensibilidad del proceso a rojo de rutenio, lantano, y su
dependencia en un potencial transmembranal,

- Caracterizar las fracciones obtenidas por medio de electroforésis,
analisis de carbolndratos v analisis de aminoacidos
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Materiales vy Mctodos

t.0s corazones de bovino fueron obtenidos frescos gracias a la colaboracion del
Sr. Alfonso Milo del mercado de Coyoacin de la Ciudad de México. E!
mdicador fluorescente fura-2 fue obtenido de Calbiochem. Todos los demas
reactivos fueron obtenidos de SIGMA Chem. Co.

Aisluniento_de mitocondrias iLow v_Vallin, 1963): De 3 a 4 corazones de
buvino fucron limpiados de grasa v tendo conectivo. La cume cortadu en trozos
pequenos fue molida en un procesador de alimentos. Aproximadamente 200 g
de camne molida se afadieron o 1.3 1 de amortiguador STE (sacarosa 250 mM,
Tris-HC1 ptf 7.3. EDTA | mM) + se licuo 3 veees durante 10 segundos en ura
licuadora Waring Blender modelo PB-3 a velocidad baja. Despucs de anutar o
pH de la suspension o 7.3 con Vnis saturado, ¢sta se filtro a truvds de una gasa v
se centrifugo a 2500 ipm durante 10 min a 4°C en el rotor Sorvall GSA (1020
X g). El precipitado se desecho, v ¢l sobremadante se centrifugd a 10000 rpm
durante 10 min a 4°C en ¢l mismo rotor (16319 X g). Las mitocondrias se
enontraron en el precipitado, v fueron resuspendidas v centritugadas 2 o 3
veees mds agregando amortiguador STE. hasta que ¢l sobrenadante aparecio
claro. La concentracion de proteina se determingd por el método de biuret, v las
mitocondnas se congelaron & -70°C hasta la preparacion de las particulas
submitocondriales

Obtencion de particulas submitocondriales (Lee v Emster, 1907) Sc wtifizaion
de 1 a3 g de mitocondrias en cada preparacion. Se ajusto fa concentracion de
proteina @ 20 mg/ml con STE, a pll 8.0. Dividida ¢n volumenes de 30 mil. o
suspension se sonico a 14 micrones durante 12 ciclos de 13 segundos con
intervalos de descanso de 1 minuto. La suspension translucida se centrifuge o
LUVOY rpm en ¢l rotor Sorvall 8834 (12062 X g) durante 10 mun a 4°C |
precipitido se desecho, v el sobrenadante se centrifuga a 38000 rpm en ol rotor
Beckman 60 Ti (145393 X g durante 45 min a 4°C. Las particulas
subinitocondriales (PSM) se encontraron en ¢l precipitado. Se determind la
concentracion de proteina por el método de biuret (ver mas adelanie) v se
congelaron a -70°C durante algunos dias antes de ser utilizadas para preparar
los extractos proteicos




Preparacion de extraclos proteicos (Zazueta y_cols, 1994): De 0.5 4 1 g de
PSM s¢ llevaron a una concentracion de 20 mp/ml con amortiguador ST
(sacarosa 250 mM, Tris-HCI ptl 7.3). A la suspension se agregd lentamente 1.2
% de colato a 4% v bawo agitacion. Para la primera precipitacion se agregaron
313 g de sultato de amonio por litro de suspensién. El sulfuro de amonio se
agregd on pulvo, leatamente, a 4°C y en agitacion. Despues de 13 min se
centrifugo fa suspension a 10000 rpm en el rotor Sorvall S834 (12062 X g). Fi
precipitado se resuspendio en el amortiguador ST y fue denominado F30. El
sobrenadante volvio a precipitarse v centrifugarse de la misima maners pero
utitizando 30 ¢ de sulfato de amonio por litro de suspersoa. Bota ez ol
preaipitado se encontro flotando en la parte superior de la suspension y sc
denomma P90 este preapiado se resuspendio en Tris 140 v ol 70y se
dializod corira 26 volumencs de! nusmo amorliguador, durante 15 fw con dos
cambios dv amoriguador  tna vez dializado se cemnfugo a 100060 X g
durante 15 mis para eliminar el nyaterial insoluble

wn_de la_gheoproteing_de 36 kDa: La glicoproteina se purificd por
cromatogralia do wlmidad unhizando concanavalina A-Sefarosa 41 La resina
contenia 1010 g de concanavaling A por ml de gell v se encontraba
almacenada e acetwo | M pH 6.0, NaCl I M, CaCly 1 mi, MgCly 1 mML
MnCl 1 mND 208 de etanol Esie amortiguador se elinmind lavando Ly resina
con i volumenes de Tris 10 mM pH 7.0 Despucés de elimmar el amortiouador
de acetaio. fieorest se equibibro con 10 volumenes de Tris 16 mM pl 6 &,
NaCEO 3 W Cal%iz 0.15% v MaCla 0.1%. Aproximadamente 10 myg de Lo
fraccion Fuien 16-20 ml de Tris 10 mM pH 7.0 se incubaron gurante 15 horas
a 4°C con 2-3 mi due la resing equilibrada, agitando suavemente en un agitador
orbital. Despues de La meubacion, la resina se centrifugo a 1009 X g dure 2
minutos pari sepanie el matenal no retemdo en la columna (depomunade nCA).
que se encoentra en el sobrenadante, la resina entonces se coloco en una
columni de vidrio de 3 ml, a 4°C, v se lavo con NaCl 0.9% pIf 6 § hasta que L
absorbancia del eluido a 280 nm fuera menor a 0.01 (unidades arbitranas) El
material retenido (r€'A) se cluyo con 3 ml de u-dimetil piranosido (DMM) 0.1
mM pH 7.1 ajustado con Tris, y la columna se lavo de nuevo con 10 volumenes

il
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de NaCl 0.9% pH 6.8. Tanto la traccion nCA como rCa fueron liofilizadas o
concentradas  por centrifugacion utilizando el sistema “"Centricon" de
AMICON,

Reconstitucion_de proteinas en liposomas (Weihua et al,_1992): 50 mg de
lecitina de soya se disolvicron en aproximadamente 2 ml de cloroformo y se
secaron bajo flujo de nitrogeno formando una capa homogénea, los lipidos se
disolvieron en aproximadamente 2 ml de éter etilico y se volvieron a sccar bajo
flujo de nitrogeno. La pelicula de lipidos se mantuvo al vacio durante 15 hr,
manteniendo ¢l tubu gue contenia los lipidos en una camara conenctada a una
bomba de vacio. Los lipidos se resuspendieron en KCl 130 mM, HEPES 25
mM pHl 7.2, EDTA § mM, a una concentracion de 50 mg/ml. La mezcly se
sonicd a claridad y se agregd octilpentaoxietileno a una concentracion de 10%
y 200 uM de fura 2 en forma dcida. Posteriormente se agregaron 50 ul de ta
muestra de proteina, disuelta en Triton X-100 0.5% o 50 pl de KC1 130 mM,
HEPES 25 mM pll 7.2, EDTA 5 mM cn ¢l caso de liposomas sin proteina
incorporada (fos cuales tueron utlizados como control). Para formar los
protealiposomas v clinunar el detergente, 1a mezela se aplico a una columna de
BioBeads SM-2 de 2-3 ml preequilibrada con KCl 130 mM, HEPES 25 mM
pH 7.2, EDTA S miM, ¢n una relacion 2.5 mi resina por cada 550p1 de mezcla.
La resina con la mescki se mantuvo a 4°C durante 60min, para posteriormente
centrifugarse @ 400 N g durante 2 min y colectar los proteoliposomas, La
mezela se volud 2 aphear a una columna de BioBeads SM, esta vez del doble
de tamafio, v se meubd durante 30 min a 4°C. Después de centrifugar, la
mezela seoaplicd 2 ena cohimna de Sephadex G25-300 preequilibrada con KCl
130 mM, HEPES 25 mM pid 7.2, EDTA 5 mM, en una relacion 3 mi de resing/
500 i de mercts Lo oolumnas se centrifugaron a 400 X g durante 2 minutos y
este procedmuento se repind una vez mas para quitar el indicador fluorescente
que no entro a tos hiposomas. La figura 2 muestra un esquema de los
protealiposomias cor ¢ indicador fluorescente.
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Pruteina
reconstijuida

-

Fura-2

Fura-2-Ca’

Figura 2. Sistema_de liposomas con Fura 2 en ¢l interior. Se muestra un esquems de una
vesicula lipidica de lecitina, que contiene en su interior al indicador Fura 2 en su forma
acida. La vesicula contiene K* en ¢l interior, mientras que ¢l medio externo no. De esta
manera, el Ca2* entra al liposoma a través de 1a proteina reconstituida (P). en respuesta a
un potencial transmembranal generado con la adicion de valinomicina (V). Bl Ca®"
catonces se une al fura 2 en el interior de la vesicula y se forma ¢l complejo Fura 2-Ca2’
(Muorescente). En este tipo de liposomas se puede evaluar tambica ta sensibilidad del
transpornte de Ca2* a inhibidores como rojo de nutenio (RR) y lantano {(La37). calibrando

la sefial con respecto a una fluorescencia mivima, que se obtiene al anadir lonomicina.

i3
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Ensavos _de_transporte _de Ca2*(Weihua et al, 1992) Se hicieron
determinaciones fluorométricas con los proteoliposomas. La longitud de onda
de excitacion fue 340 nm (ancho de banda 8 nm), y la de emision fue 500 nm
(ancho de banda & nm), en un {luorometro SLM-Aminco 8000C. El volumen
final del ensayo fue de 2 ml. Después de registrar una sefial basal con un
medio que contiene HEPES/TEA 25 mM pH 7.2, HEDTA 5 mM, 5-20 uM de
CuZ* libre, y TEA para ajustar fuerza ionica a 130 mM, se agregaron 20 pi de
proteoliposomas. Después de 50 seg se agregd | uM de valinomicina para
medir el transporte dependientc de energia, y después de 130 seg se agrego |
nM de lonimicina para obtener la fluorescencia maxima. La fluorescencia
minima se consideré como la obtenida antes de la adicion de los liposomas.
La concentracion libre de Ca2* fue calculada con el programa CHELATOR
utilizando EGTA como quelante.

Determinacion del volumen intravesicular: El volumen interno de los liposomas
s¢ estimd por medio del volumen de distribucion del indicador fluorescente. Se
agregaron proteoliposomas con fura-2 en el interior y sin proteina incorporada,
a una celdilla con el mismo medio que se utilizo para los ensayos de transporte
de Ca2t, un exceso de Ca2t y 0.5% de octilpentaoxietileno para lisar a los
liposomas. La cantidad de indicador dentro del liposoma se determing por
medio de adiciones estandar de fluordforo (figura 3) de acuerdo a la funcion:

[Fura-2) =Fg/m

Donde [Fura-2] ¢s la cantidad de fluoroforo dentro de la vesicula, Fy es Ia
fluorescencia antes de adicionar Fura-2 fuera de la vesicula y m ¢s la pendiente
de la curva obtenida al final de las adiciones de fluordforo. Conociendo la
cantidad de Fura-2 que se encuentra dentro de la vesicula puede estimarse cf
volimen de ésta asumiendo que la concentracion se equilibré a 50 uM durante
¢l proceso de formacion de los liposomas (sabiendo que 50 pmoles se
encuentran en un litro; se utilizo una regla de 3 para calcular en qué voliimen se
encuentra la cantidad de Fura-2 obtenida en este ensayo).
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Figura 3. Evaluacion de) volumen intravesicular. La cantidad de Fura-2 contenida dentro del
liposoma se calculd a partir de una curva formada por adiciones conocidas del fluoroforo,
como s¢ muestra en la figura. Para la detenninacion se incubaron 20 pl de liposomas sin
proteina incorporada en 2 ml de KCH 130 mM, {IEPES 25 mM pHl 7.2, y EDTA § mM. en
presencia de 20 pM de Ca2? libre y se anadicron las cantidades indicadas de Fura 2 en
forma acida. De esta manera, el intersecto con las absisas corresponde a la cantidad de
fluorotoro dentro de la vesicula y puede caleularse el volimen de ésta. como se explica en
el texto asumiendo que la concentracion interna es de 50 pM

Determinacion de las_velocidades de_transporte de Ca**: La respuesta de la
fluorescencia del indicador al Ca?* jue determinada en cada preparacion por
adiciones consecutivas del cation, equiibrando la concentracion de uno y otro
lado de la membrana con 1 nM de ionomicina en KCl 130 mM, HEPES 25 mM
pH 7.2 v EDTA 5 mM (figura 4). Los vajores obtenidos de esta calibracion
fueron utiizados para convertir fas intensidades de fluorescencia de cada
experimento en cantidades de Ca*, las velocidades insciales fucron obtenidas
por regresion hneal del trazo de fluorescencia. La relacion entre fa velocidad de
transporte v el cambio de fluorescencia esta dado por:

F=Fy- ufCalti



dfCa2t st = (Vo) d¥ldy

Donde Fg es la fluorescencia minima v « es la tangente inicial de fa grifica de
catibracion ¥ contra [Ca2¥)p (Zhou v cols., 1993).
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Figura 4. Curva de calibracion do combios de fluorescencis contra la concentracion total de
Ca' Se incubaton 20 ul de fipononas con et mdicador Duorescente Fours-2 eo s interior,
e 2 oml de HEPES/TEA 25 oM pll 720 HEDTA S mM v en pres.ucis de | oM de

ionomicing. Despuds de bacer las adiciones indicadas de Ca” tola! = eraficaon los

cambios de fluorescencin con 1especto a las adiciones de Cas ", Los valores representan un

e\perimento representativo
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Los ensayos de reconstitucion y transporte de Ca2* fueron realizados en ¢l
laboratorio del Dr. Keith D. Garlid (Department of Chemistry, Biochemistry,
and Molecular Biology del Oregon Graduate Institute of Sciencce and
Technology, Portland, Oregon 97291-1000 USA).

Deteccion de citocromos: Se hicieron espectros de absorcion de luz entre 400 y
700 nm para cada una de las fracciones obtenidas, los maximos de absorcion
obtenidos fueron comparados con los miximos de absorcion tipicos para cada
tipe de citocromo. Se reporta la presencia o ausencia de cada uno de estos
citocromos de manera cualitativa.

Determinacion de la composicion de aminoacidos de la fraccion rCa: 100 pg de
proteina purificada en 30 ul de 0.3% de fenol para prevenir la degradacion de
residuos de tirosina, se sometio a hidrolisis en HCI 6 N durante 25 hr a 110°C y
al vacio. Se utiliz un compartimento sellado y la composicion aminoacida s¢
determing en un analizador de aminoacidos Beckman 119-C1.

Determinacion de! contenido totat de carbohidratos (Dubois y cols., 1956); 0.1
ml de muestra se adiciond con 0.1 mi de fenol al 5%, seguido de 0.5 mi de
dcido sulfurico. Las muestras se hirvieron durante 5 min y se leyo la
absorbancia a 490 nm. Se utilizé una curva estandard de glucosa.

Determinacion_de la_composicion _de_carbohidratos de la fraccion rCA
(Montreuil v cols., 1986): La composicion de carbohidratos fue evaluada por
metandlisis en presencia de meso-inositol como estandar y los glicosidos
después de reacetilarse fueron analizados por cromatografia gas-liquida en una
columna capilar de silicon OV 101 de 25 mm X 0.32 mm.

La composicién de aminoacidos y de carbohidratos fueron determinadas por el
Dr. Edgar Zenteno-Galindo en la universidad de Lille, Francia (Laboratoire de
Chimic Biologique, Universite des Sciences ¢t Technologics de Lille, Battment
C9 59655, Villencuve D'Asco Cedex, France).

Ensayos de union de Ca2*(Penefski, 1977): Los extractos proteicos (Img/ml)
fueron suspendidos en | mi de TrisCl 10 mM pH 7.0 en presencia de 5 uM de

3?
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45CaCly como se describe para el ensayo de union de Ca2+ de alta afinidad
(Reynafarje y Lehninger, 1969). La actividad especifica de ta solucion de Cal+
fue 1000 cpm/nmol. Después de 5 min de incubacién a temperatura ambiente,
la suspension fue aplicada a una columna de 1 m! de Sephadex G-50, ¢
inmediatamente se centrifugd a 1000 X g durante 30 seg. La radioactividad del
material eluido fué determinado en un contador de centelleo Beckman.

Determinacion de proteina_método de Biuret (Gomall v cols., 1949): Este
método se utilizd para determinar la concentracion de proteina de las
preparaciones de mitocondrias PSM y de la fraccion F50. Se utilizo albimina
sérica bovina como estandar (1-3 mg), en presencia de desoxicolato de sodio:
20-40 ul de la muestra se Hevo a 0.6 ml con agua bidestilada, se afiadicron 200
ul de desoxicolato de sodio 1%, 2 ml de NaOH 10% y 0.2 ml de sulfato de
cobre 1%, y después de 15 min sc leyo la absorbancia a 540 nm.

Determinacion de proteina_método _de Amido-Negro (Kaplan y Pedersen
1985): Esta metodologia permite detectar pg de proteina en presencia de
miligramos de lipidos: 20 o 40 pl de la solucion de liposomas se llevan a 2 m|
con agua bidestilada, se agregan sucesivamente 0.2 ml de SDS 10%, 0.3 ml de
Tris/HCl IM pH 7.5, SDS 1% y 0.6 ml de TCA 100% (w/v). Después de
incubar 3 min a temperatura ambiente la solucion se filtra a través de un filtro
Millipore de 45um dc poro, y se lava al vacio con 2 ml de TCA 6% (W/v). Los
filtros se incuban por 3 min en 250 ml de solucion tefiidora (Amido Negro 10B
0.1% (w/v) disuclto en metanol:dcido acéticoagua bidestilada 45:10:45 vv).
Después de la incubacion los filtros se lavan con 200 ml de agua. Se incuban 3
veces durante 1 min en 200 ml de solucion desteilidora (metanol:dcido
acético:agua 90:2:8). Se lavan los filtros en 200 ml de agua durante 2 min. Los
filtros se secan sobre toallas de papel, y sc colocan en tubos de ensaye y se
aiiade 0.7 ml de NaOH 25 mM, EDTA 0.05 mM, ctanol 50% (v/v). Se agitan,
se incuban durante 20 min y se mide la absorbancia a 630 nm. Como estandar
se utilizo albumina serica bovina 0.1 mg/ml (1-10 ug).

Otras metodologias:

Electroforésis (Shigger vy cols., 1986): El gel de corrida se preparé mezclando

16 ml de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.98%, 10 ml de amortiguador
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electroforético (Tris 3 M, SDS 0.3%) y 4 ml de glicerol 79.5%. Sc afadieron
posteriormente 100 pl de persulfato de amonio 10% y 10 ut de TEMED. Con
esta mezcla se formo un gel de 1.5 mm de ancho en placas de 20X15 cm. Se
dejaron S com sin mezcla, llenados temporalmente con amortiguador
electroforético. Después de polimerizado el gel de corrida (20-30 min), se retird
el amortiguador electroforético y se aftadio el gel de muestra formado por una
mezcla de 1.6 | de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.98%, 3 ml de amortiguador
electroforético, 7.4 m! de agua bidestilada, 100 ul de persulfato de amonio 10%
y 10 ul de TEMED introduciendosc un peine para formar los carriles en los que
sc¢ aplicarian las muestras, Las muestras se digirieron a una concentracion de !
mg/ml en glicerol 30%, SDS 10% Tris 100 mM, azul de bromofenol 0.3%, v 2-
mercaptoetanol 4% y sc aplicaron en los carriles del gel. Para el ancdo se
utilizo6 como amortiguador Tris 0.1 M, tricina 0.1%, y SDS 0.1%, mientras que
para ¢l catedo se utilizo Tris 0.2 M pH 8.9. El gel se sometio a 30 V (voltye
constante) hasta que el frente del colorante pasé el gel de muestra,
postcriormente se sometio a 100 V durante 15 hr, hasta que el frente salio del
gel de corrida. Terminada la corrida el gel se fijo 15 min en metanol 50%, acido
acético 10%, y sec tiflio durante 3 horas en azul de Coomassie 0.1% y ac.
acético 10%. Una vez teiiido, el gel se destifiid durante 15 hr en ac. acético
10%.

Enfoque isoeléctrico (Vazquez-Acevedo y cols., 1993): Se llevo a cabo en un
gel continuo de 20 x 15 cm. La solucién del gel contenia: 23.8 g de urea, 10 mi
de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.98%, 9.8 ml de Nonidet P-40, 7 ml de agua
destilada y la siguiente mezcla de anfolinas: pH 3-10 (400 pl); pH 7-9 (200ul) y
pH 9-11 (200 pl). La mezcla se degasificd y se polimerizoé en presencia de 120
pl de TEMED y 120 pl de persulfato de amonio 10% preparado fresco. Las
muestras se solubilizaron como sigue: 100 pg de proteina se Hevaron a a 45 ul
con agua destilada, y se agregd: 60 mg de urca en polvo, 30 pl de Tritén X-100
20%, 2.5 ul de Tris-lHCH 1M pH 7.0, | pl de 0.2 M EDTA, 1.2 ul de 2-
mercaptoctano! y 5 ] de glicerol por cada SO pl de mezcla. El reservorio
superior de la camara contenia H3SO4 0.2% degasificado. y ¢l contenedor
inferior etilendiamina 0.4% degasificada. Como el amortiguador intercambia
CO2 con ¢l ambiente cuando se localiza en la camara superior, los electrodos
se conectaron de manera invertida (¢l negativo en el reservorio inferior, y ¢l
positivo ¢n el superior). Antes de afiadir la muestra, se afadieron 25 ul de

30
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anfolinas pH 9-11 1% y glicerol 5% a cada carril. B ged se precorrio a 250 V
(voltaje constante) por una hora, Las muestras digeridas sc aplicaron (100 ug
de proteina por caril), y se aplicaron los siguientes voltajes: 300 ¥ por 30 min,
350 V por 30 min y 400 V por 15 horas. Antes de tefiir el gel se fiyd en metanol
50%, acido acético 10% durante 30 min, posteriormente en  acido
tricloroacético 10%, etanol 33% por una hora, apareciendo un precipitado
blanco. Se lavé luego el gel en acido tricloroacético 5%, etano! 33% por 30 min
¥ posteriormente en metano} 30%, acido acético 10% durante 30 min, luego se
10 durante 2 horas en metanol 30%, acido acético 10% y azul brillante de
Coomassic 0.2%. se destifid posteriormente durante 15 horas en metanol 30%,
acido acético 10%.

Tincién con rojo de rutenio (Charuk y cols. 1990): Se corre la electroforesis de
la manera indicada anteriormente y ¢! gel se fija en isopropanot 10% durante 48
horas, después de lo cuat se tifie durante 1 hora en rojo de rutenio 25 mg/l. KCl
60 mM, MgCla 5 mM y Tris 10 mM pH 7.5, Si es necesario se destine en ac.
acético 7%.

Tincion con azul alciano (Wardi, 1972): Se colocan los geles durante 30 min en
dcido tricloroacético 12.5%. Se lavan ligeramente con agua destilada v se
colocan en acido periadico 1% (disuelto en acido acético 30%) durante 50 min
Después de lavar muy bicn con agua destilada se colocan en mctabisullito de
potasio 0.5% (disuelto en acido acético al 3%) y se destifien en dcido acdtico al
%.

4
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Resultados

Punficacion de la fraccion glicoprotéica

A. Solubilizacion con colato y precipitacion con sulfato de amonio

Con ¢l abjetivo de obtener una preparacion de proteinas integrales de membrana
interna mitocondrial se utilizd el método de solubilizacion con colato descrito
por Zazueta y cols. (1991). Estos autores demostraron que en presencia de 1.2%
del detergente colato se puede obtener una fraccion proteica con actividad de
transporte de Ca?*, cs decir, que el uniportador de Ca2* puede ser solubilizado
y conserva su actividad en presencia de este detergente.

Con ¢l solubilizado obtenido a partir de PSM de corazon de bovino, se procedio
a previpitar la proteina con sulfato de amonio, también siguiendo la técnica
desciita por Zazueta y cols. (1994). Se hizo una primera precipitacion con 50%
de sulfato de amonio, v después de centrifugar la suspencion sc obtuvo un
preapitado cafe/verdoso (al cual se le denoming F50). Esta fraccion contiene la
mavar parte de las proteinas del solubilizado (Zazueta y cols.,, 1994), asi como
probablumente tambicén fragmentos membranales.

L proteirs no precipitada con 50% de sulfato de amonio se separé mediante un
segundo tratamiento, esta vez utilizando una saturacion de sulfato de amonio de
S0-90%, En el caso del sulfato del amonio, la solubilidad de las proteinas
dismuye ¢ medida que aumenta la concentracion de este agente precipitante. Y
¢i proceso es dependiente del pid, la fuerza idnica y el tamaiio de 1a molécula de
proteing

Despugs la centrifugacion se obtuvo una fraccion de color rojo intenso en la
parte superior de la suspencion (F90). Lo anterior indica que dicha fraccion cs
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de naturaleza hidrofobica, y por tanto, s¢ sale de fase en presencia del
detergente utilizado: colato.

Dicha fraccion representa menos del 10% de la proteina de las PSM vy
corresponde al extracto F90 ubtenido por Zazueta y cols. (1994), quienes
mostraron que F90 es capaz de mediar el transporte de Ca2* en vesiculas
lipidicas de una mancra dependicnte en un potencial transmembranal, ¢ inhibible
por rojo de rutenio. Es entonces ef colato un agente que permite la separacion
adecuada de dos fracciones claramente distinguibles: FSO y FOO.

Después de dializar la fraccion FOO (aprox 10 mg disueltos en 10 ml de Tris
10mM pH 7.0) durante 15 hr contra 20 volumenes de Tris 10 M ptl 7.0, pante
de la fraccion se tomo insoluble. fste fenomeno ya habia sido descrito por
Gomez-Puyou y cols. (1972) y es probablemente debido a que cierta cantidad de
lipidos contenidos en la fraceion hacen que ésta se salga de fase en ausencia de
la sal de amonio.

I3} material inosoluble no pudo ser resuspendido ni en presencia de colato, nt en
presencia de desoxicolato: y por esto se procedid a centrifugar la fraccion F9U a
100,000 X g durante 45 nun. Despuds de esta centrifugacion se separa ol
matenial precipitado, y el sobrenadante obtenido, que prohablemente contiene en
su mayoria proteinas solubles fue utilizado para las purificaciones descritas a
continuacion

Como una evaluacion inicial de la actradad de transporte, de la fraccion FO0 se
hicicron ensayos utilizando el misme sistema empleado por Zazucta v cols.
(1ea4): se incorporaron lus extractos cn vesiculas lipidicas con citocromo ¢
oxtdasa reconstitutda, v se¢ encontro que la actividad de transporte de Ca” solo
se predenta en la fraccion precipitada con 30-90% de sulfato de amonio (1)
La incorporacion de la protemna total de las particulas submitocondniales a las
vesiculas con citocromo ¢ oxtdasa produjo un transporte de 3 09 nmol
Cat /g3 mun, de Ta fraccion F30, 0 29 nmolCa2*/mg/5 min, y de la fraccion
F9g 68.2 nmolCa2t/mp/S min. Las acuvidades mencionadas son menores & las
reportadas por Zazueta v cols. (1994) para extractos preparados a parnr de
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mitocondrias de rifion de rata (la fraccion F90 obtenida por estos autores
transporta 80 nmolCa2*/min).

El extracto activo F90, a pesar de haber sido dializado, produce cierta distorcion
en los geles de acrilamida cuando se somete a electroforésis, inconveniente que
impide una buena resolucion de las bandas protéicas (datos no mostrados). Aun
asi, se pudo distinguir que dicho extracto contiene un nimero considerable de
bandas protéicas; mas de las reportadas por Zazueta y cols. (1994) para ¢! F90
aislado de mitocondrias de riiion de rata.

Con el objetivo de separar los componentes del extracto F90 se ensayaron
varios métodos. El uso de gradientes de glicerol, a pesar de no dafiar
significativamente a las proteinas, no permitié separar una fraccion activa de
manera adecuada, lo que ya habia sido reportado anteriormente (Zazueta y cols.,
1991}, Por otro lado, el fraccionamiento con cantidades intermedias de sulfato de
amonio entre 50 y 90% de saturacion tampoco fue Gtil para la separacion de una
fraccion con una actividad de transporte mayor a la encontrada para la fraccion
F90.

Algunos métodos de precipitacion como ¢l uso de polimeros no idnicos y
solubles, como ¢! polictilénglicol evitan el deterioro de la muestra, ya que a
diferencia de agentes precipitante orginicos o etanol, el polietilenglicol tiene
poca tendencia a desnaturalizar a las proteinas, o a afectar las interacciones
entre éstas.

Este tipo de métodos, a diferencia det uso de sales concentradas, como el sulfato
de amonio, requieren de mienos tieinpo para precipitar la proteina husta un
estado fisico adecuado para su separacion por centrifugacion. Sin embargo, la
contaminacion por grupos carbohidratos impediria una adecuada separacion
posterior en la columna de concanavalina A

El método de precipitacion utilizado por Mironova (1982), por ejemplo, incluye
el uso de 90% de ctanol, asi como la concentracion de las fracciones bajo vacio
a 30 C, en estas condiciones cs dificit que las proteinas no hayan sido dafiadas.
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Por el contraric, estos autores refieren que su método de purificacion permite ¢l
aislamicnto de fracciones activas.

B. Separacion en columna de Sefarosa 4B-Con A

Con el extracto activo FOO (10 mg/ml. en Tris 10 mM pH 7.0) se procedié a la
basqued:s de componentes glicoprotéicos utilizando cromatografia de afinidad
con fa lectina Concanavalina A (Sefarosa 4B-Con A).

Una adecuada separacion utilizando cromatografia de afinidad requiere que ¢l
higando bioespecifico esté covalentemente unido a la matriz de la columna.
conscrvando su afinidad de union por la sustancia de interés, ademas de que
exista un métodu para separar al ligando cn forma activa, después de lavar al
material no retenido

i2i perfil de elucion obtenido se muestra en la figura S. Se observa que la mayor
part: Je la proteina del extracto F90 no se une a la resina, ya que cs eluida
deapaes de ios lavados con solucion salina (traccion nCA). Sin embargo, una
pedeeiia parte sres retenida en la columna v se desprende de ésta con la adicion
de fi-dimetil-piranosido (DMM)Y; este wat.ial fue denominado fCA.

La sefarosa utibizada, que es un gel de agarosa, forma una matriz en la que
grapos hidroxifo del azucar estan dervatizados para unir covalentemente a I
concamavalma AL Lo sefarosa 4B es una de las resinas mas amphamente
utthzadits yit que su estructura tonna mallas de poro abierto (su limiie e
escluston en filracion en gel oo de 20 kDa)l y el poro abierto permite of
aeeptainionte de moleculas grandes cerioe fa concanavatina A,

En emsavos precdminares se habia adoptado el métode de resuspencion de Ja
fraceion 90 en un amortiguador gue contiene fosfatos, como of utilizado por
Zaztieta v cols. (1004), sin embargo, en este amortiguador no pude tograrse fu
unton de ningan componente a la columna de Sefarosa 4B-Con A i*or tanto, las
condiciones utilizadas durante o cromatografia de afinidad incluveron alta
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fuerza ionica y largo tiempo de incubacion, ademas de Ja exclusion del ion
fosfato.

La sefarosa 4B tiene una adsorcion no especifica extremadamente baja, con lo
que solamente se unen a la columna moléculas afines por la concanavalina A.
Por otro lado, a malla del gel proporciona exelentes propiedades de flujo, con ¢l
minimno de retardamicnto de las moléculas en la red de agarosa. Esto permitio
que las separaciones se efectuaran rapidamentc.

Por Gltimo, esta columna es estable bajo diversas condiciones experimentales,
como pH extremo y la presencia de detergentes, y es especifica para grupos
terminales a-D-glucopiranosil, «-d-manopiranosil o residuos estéricos similares.
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Figura S. Perfil _de _clucion de la_cromatografia _en_Sefarosa_ dB-concanavalina _A.
Aproximadamente 10 mg de extracto F90 (fraccion precipitada con $0-90% de sulfato de
amonio) en 10 ml de Tris 10 mM pH 7.0 se incubaron durante 15 hr a 4°C con 2-3 mi de
Sefarosa 1B-Con A equilibrada con Tris 10 mM pH 6.8, NaCl 0.5 M, CaCl2 0.15% y

MnCI2 0.1%. Posteriormente se lavo la columna con NaCl 0.9% pH 6.8, recolectandose
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fracciones de 2 ml. En la prifica sc muestra la absorbancia & 280 nm de las fracciones
obtenidas, En donde se indica se adicionaron 3 mi de it pirandsido {DMM), seguid
de favados can agus bidestitada,

La lectina concanavalina A presenta una baja afinidad por glicoproteinas,
ademas de requeric para su actividad de cationes como el Ca2t v el Mn?*. En
este sentido, 1as condiciones de elucion de la columna de Sefarosa 4B-Con A
resultaron allamente favorables para la separacion especifica de usa fraccion
glicoprotéica

fa alta fuerza ionica empleada, impidio la upion inespeeifica de algon
componente no glicoproteico a fa resina; v, la ausencia de aniones como el
fosiato impidia que ef Ca?t o cof Mn2* fueran gquelados separandose del
complejo de la concanavalina A

Hay que mencionar también que la concanavaliny A se forma un complejo
tetramérico, que tiende a disociarse a pH menor a 5. Para evitar este efecto, asi
como para no cambiar de manera importante la solubilidad del extracto FOO (que
fue resuspendido a pH 7.0) se eligio wilizar un pH de 6.8 durante todo ¢l
proceso de 1a cromatografia de afinidad.

Caractertzacion electroforétics de Ja fraccion rCA v contenido de citocromos de

las diterentes (raceiones

En la fipura 6 se muestra ¢l resultado de la clectroforésis en un gel de
acrilamida, utilizando la fraccion vCa y estdndares de peso molecudar 1CA
consta de una proteina predominante de 36 kDo, asi como de pequeiias
cantidades de contammantes. al menos 3 de bajo peso molecular que son
dificilmente distinguibles. No se realizaron geles en condiciones nativas, por lo
que es dificl especular acerca de st estos componentes forman un complejo o
son independientes entre st Aademas, es dificil que existan mas componentes
menares debrdo al tamadio del poro de s membrana de dialisis utitzada (PM10)
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Figura 6. Electroforesis en presencia de SDS de fa fraccion rCa. Se corrid la clectroforésis al
14% de acrilamida como sc indica en fa metodologia. in el carnil 1 se corricron estindares
de los pesos moleculares indicados y en ¢l carril 2 se aplicaron 50 pg de Ia fraccion rCA.

Moore (1971), al observar que ¢l rojo de rutenio, un colorante para carbohidratos
(Gustafson y Phil, 1967, Lufi, 1965) inhibia especificamente el transporte de Ca2? a
la mitocondria, sugirié que el uniportador de Ca2* estaba glicosilado. El rojo de
rutenio tifie especificamente moléculas del tipo de los mucopolisacaridos, y por
tanto, la idea de Moore (1971) implica que el sistema uniportador de Ca2*
contiene un fraccion glicosidica importante, asi como un alto contenido de dcido
sidlico. Sin embargo. podemos observar que de entre las fracciones que han sido
asociadas con el uniportador de Ca2* (tabla 2), ninguna contienc cantidades
considerables de dcido sidlico, v , que a pesar de esto, existe un repoite de ly
participacion de grupos carbohidratos en ¢l proceso de unién del Ca2* gl
uniportador (Carafoli y Sottocasa, 1974).

La naturaleza glicoprotéica de la fraccion rCA trato de ser evialuada en base 4
tinciones utilizadas para la identificacion de moléculas ghcositadas: como Ta
tincion de azul alciano v la de rojo de rutenio. Los resultados de estos ensayos
indican que la banda de 36 kDa puede ser tefilda con azul alciano, pero no por
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rojo de rutenio. Ademds, ninguno de los colorantes mencionados pudo tefiir
especificamente glicoproteinas en nuestro sistema electroforético. Por esta razon
dichos resultados no fueron atilies en la caracterizacion de nuestras fracciones
mitocondriales. Aunque la presencia de glicoproteinas en las PSM pudo ser
detectada por ensayos de tineidn con ¢l sistema Avidina-Biotina para deteceion
de carbohidratos, ya que cn estos ensayos se cvidencio la existenciu de al menos
2 componentes glicoprotéicos (datos no mostrados).

El rajo de rutenio, que s ¢l inhibidor mas cfectivo del transporte de Ca?* ¢n
mitocondrias, s capaz de tefiir proteinas que unen Ca2* con alta afinidad. como
la calsecuestrina. intentamos tedir la fraccion glicoproteica rCA con rujr e
rutenio de acuerdo al método de Charuk y cols. (1996), pero, en nuestro sistema
no se tifiio la fraccion rCA; v unicamente {ue tefiida cierta proteina de alto peso
molceular en una fraccion completa de PSM. El hecho de que nuestea fraceion
rCa no haya sido tediida por rojo de rutenio, no excluye la posibilidad de que
pueda pegar Ca2* con alta afinidad, ya que nuestra fracciéon rCA difiere e lus
proteinas solubles ensayadas por Charuk y cols. (1990), ademas de gu. o sitio
de unién a rojo de rutenio o de union a Ca?* pudo disociarse durante Ja
electroforésis en presencia de SDS.

Para determinar el contenido (en proteina) de la banda de 36 kI en i riaccion
rCA se hicicron digitalizaciones de un gel electroforético (fignea
obtuvicron valores de densidad optica de las bandas de albumina
como estandares, v de la banda de 36 kDa en la fraccion rtCA Posiv i
L cantidad de proteina en la banda de 36 kDa fué comparadz con 5 ¢
proteina del extracto rCA afiadida al gel. De esta manera se estimn que o
de la fraceion glicoproteica rCA corresponde a la proteina de 36 La. v o 204,
restante corresponde a otros componentes.




Figura 7. Determinacion del contenido de proteina por digitalizacidn,

ieY

Se corrio 1a clectroforésis al 14%: de acrilimida como se indica en b metodologia. Los
carriles del -5 contienen las siguientes cantidades de albtmina sérica bovisa: 1.- 8 pg. 2.- 7
pp, 3.6 pp - Spp v S iup Los candes 6 v 8 muestran estandares de peso molecular
(106 kDa, 80 kDa, 49 kDa, 323 kb

rCA. Una véz teiido con awul de Cooniassie. el gel fue digitalizado para registrar Ia

S hia).y el carril 9 contiene SO pg de ia traccion

intensidad de las bandas. Con estos datos se construyd una curva de mtensidad de Jas
bandas de albiming con respecto 2 o cantidad de proteina que conteman (la cund era

conocida), y se interpold sobic esta grafie lomtensidad de Ta banda en of extractn 1CA

Scoevatuo también la presencrs de cntocromos en las diferentes friaccones
obtenidas. La tabla 4 muestrs el upo de citocromos detectados en cada una de
estas fracctones. La mucstia de puaruculas submitocondriales, asr comao 1
fraccion F34, contienen b mavor pare de los citocromos nutocondnales, a
diferencia de fa fraceion F90 gue solo contiene citocromo tipo ¢ Liste ddimo
citocromo aparcee en la traccion no retemida en la columna de concanavahnag A
(nCA), mientras que en la traccoon retenida (rCA) no se detecto mingun
citocromao, estos datos apovan fa idea de que Ja actividad de transporte de Ca?-
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de la fraccion glicoprotéica no puede ser atribuida a algin componente catalitico
de la cadena respiratoria.

Tabla 4, Citocromos presentes en los extractos mitocondriales?

Extracto Citocromos presentes
PSM b,cl,c,a,83
Fs0 a,a3bc
F90 c
nCa c
rCA ing
ase d 6 cualitatih el ido de ci )

en las muestras, por medio de  cormrimientos
espectroscopicos entre 400 y 700 nm. PSM: paniculas
submitocondrales F50 fraccion precipitada con 50% de
sulfato de amonio, F90 fraccion precipitada con 50-90% dc
sulfaty de amonio, nCA fraccion no retenida en una
columna de concanavatina A, rCa: fraccion retenida en Ia
colunma de concanavalina A

Reconstitucion de las fracciones proteicas a vesiculas lipidicas

L.a reconstitucion de transportadores mitocondriales ha sido dificil debido a la
complejidad de ta membrana mitocondrial. La reconstitucion del translocador de
adenin nucleotidos en vesiculas de lecitina de soya es un ejemplo exitoso de este
t:ipo de experimentos (Henzer y Racher, 1994).

Prestopine y cols. (197+4), por su parte, utitizaron bicapas de lecitina para evaluar
¢l cambio de conductanciz debido a la glicoproteina aistada por Sottocasa v
cols, (1972), en presencia de 2-4 uM de (a2 Sin embargo, estos autores no
pudieron demostrar fa generacion de potenciales de Nerst debidos a Ja
glicoproteina, y por tanto, no se demostro que esta fraccion fuera capaz de
mducir movimientos de Ca2* de uno al otro fado de la membrana.
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Los extractos parcialmente purificados, asi como la fraceion glicoproteica rCA
aislados en este trabajo fueron incorporados a liposomas de -lecitina con ¢l
indicador fluorescente Fura 2 y KCI en el interior. El sistema de liposomas a
base de a-lecitina ha sido utilizado con exito para la reconstitucion del canal
mitocondrial de Kt y del intercambiador Ca2* /Nat (Paucek y cols., 1992; Weihua y
cols., 1992).

Los liposomas {ieron incubados en un medio que no conticne potasio, como se¢
indica en la metodologia (figura 2). La cantidad de proteina incorporada a los
liposomas fuc generatmente: 370 ug/mi en liposomas con F90 (la solucion
contiene SUug de leeitina por mi); 174 pg/mb en liposomas con nCA y 16 pg/mt
en liposomas con rCa. El volimen intravesicular caleulado fue en general 0.8-1
w/mg de fosfolipido.

Ensavos de transporte de Ca2!

Los indicadoeres {luorescentes como el Quin-2 (Tsien y cols, 1982), Fura-2 e Indo-
| (prynkiewicz y cols,  19835) v Fluo-3 (Kao y cols., 1989) han sido wutilizados
preferentemente a otros indicadores de Ca2! como la aquorina, ¢ arsenazo Ul o
¢l electrodo de Calt, para determinar la concentracion de Ca?' libre en la
matriz. mitocondrial (para una revision ver Moreno-Sanchez y cols, 1993). Fstos
indicadores tienen Ia ventaja de que no afectan Ja integridad membranal, ni la
homeostasis det Ca2*, ademds de permitir una determinacion cuantitativa de la
concentracion libre de Ca2! si se efectda una calibracion adecuada de la sciial
fluorescente.

El Fura-2 ha sido el indicador fluorescente mas estudiado, ya que ¢l mdicador
libre ticne su maximo de fluorescencia de exitacion a los 380 nm, mientras que
¢l complejo indicador-Ca2* presenta su maximo de absorcion a los 340 nm, que
tue ta longitud de onda de excitacion utitizada en este trabajo.

La velocidad de respuesta de los indicadores fluorescentes es mayor que la de
otros ndicadores, y su intervalo de sensibilidad esta dentro del intervalo de
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concentraciones de Ca2* encontradas en la mitocondria en condiciones
fisiologicas (0.1-1.0 uM), pero son fotolabiles asi como termolabiles. El
funcionamiento de este tipo de indicadores se basa en la coordinacion del cation
Ca2* con 4 grupos carboxilo en la molécula del indicador. Dichos grupos
carboxilo proximales son similares a los que se encuentran en la molécula del
agentc quelante EGTA (figura 8). una vez unido al indicador, el Ca2t induce
cambios conformacionales en el indicador que se reflejan en sus propiedades
fluorescentes.
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Figura 8. Estructura quimica de! EGTA y de | Fura-2. Tomada de Moreno-Sanchez y cols.
(1993)

El Fura-2 tiene una alta cficiencia cudntica (0.49) lo que permite que se wtilizen
concentraciones bajas, entre 1-10uM del compuesto en forma de acetoximetil
éster (AM) en el proceso de internalizacion de! fluoréforo a mitocondrias. En ¢l
caso de mitocondrias completas, dentro de la matriz, las esterasas convierten al
indicador ¢n la forma acida (figura 8), que es la que es capaz de unirse al Ca2!.
En el caso de vesiculas lipidicas puede utilizarse directamente la forma dcida del
fluoréforo durante ef proceso de formacion de los fiposomas para que de esta
manera quede atrapada dentro de ellas.



En este trabajo se utilizo una concentracion de 200 yM de Fura-2 en su forma
acida, para el proceso de internalizacion del indicador; como habia sido descrito
por Weihua y cols. (1992) para ensayos de reconstitucion del intercambiador
mitocondrial de Na/Ca2t.

Para determinar cuantitativamente Ia concentracion de Ca2* libre dentro de la
vesicula es necesario utilizar un valor de Kd del complejo indicador-Ca2®
determinado en ¢} mismo sistema experimental, sobre todo si duramte el
experimento cambian dristicamente las condiciones de pH, polaridad o tuerza
tonica del microambiente donde se localiza el indicador.

Con este fin utilizamos una curva de calibracion de los cambios de fluorescencia
con respecto a los cambios en la concentracion de Ca2* (figura 3) De la grifica
obtenida no puede calcularse fa Kd ya que no se Hegd a la saturacion del
indicador, sin embargo podemos temer fa confianza de que utilizamos
concentraciones de Ca2* que caen dentro del intervalo lineal de fa curva de
calibracion. Y, utilizamos la relacién empirica entre [Ca2+] y fluorescencia que
se menciona en la metodologia, que incluye el término «, correspondiente a la
pendiente de la curva de calibracion,

En ¢l caso de mitocondrias, la captacion de solo unos cuantos nmoles de Ca2*
induce cambios de hasta 1-2 unidades de pH y cambios en ¢l volumen y ¢n la
fuerza idnica de la matriz mitocondrial (Konishi y cols., 1988; Roe y cols., 1990).
Durante los experimentos con liposomas cargados con Fura-2, ¢l pH de la
solucion no vario considerablemente, manteniendose entre 7.2y 7.17.

Un trazo tipico de fluorescencia obtenido utilizando los liposomas cargados con
Fura-2 se mucstra en la figura 9: al adicionar los liposomas al medio de
incubacion se produce el mayor incremento en fluorescencia (figura 9 a.), este
incremento no es debido al Ca2* sino a la fluorescencia intrinseca del
indicador, asi como a cierta dispersion causada por la particula de liposoma.

A este respecto hay que mencionar que la concentracion final de fostolipido en
el ensayo fue de 0.5 mg/ml, ¢l agregar una cantidad mayor de liposomas hubiera
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causado una fluorescencia inicial mucho mayor que hubicra dificultado la
interpretacion de los cambios de fluorescencia en presencia de Ca2*, y por ¢l
contrario, el uso de menos liposomas en el ensayo no producen una sefial
cuantificable después de las adiciones de Ca2*.

Para hacer cuantitativas las mediciones de Ca2* libre se tiene que efectuar una
calibracion de la sefial fluorescente. Para establecer qué fruccion de la
fluorescencia registrada corresponde a un cambio en la concentracion de Ca2*
dentro de la vesicula se determina la fluorescencia minima vy la fluorescencia
maxima en cada experimento.

En experimentos con mitocondrias e indicadores fluorescentes, a fluorescencia
minima se obticne permeabilizando la membrana con detergente y afiadiendo
Mn2+ que tiene mayor afinidad por los indicadores que el Ca2*, y por tanto
apaga la fluorescencia. Con este método se puede estimar la contribucion del
indicador que sc encuentra fuera de la mitocondria si se invierie el orden de
adicion, y se adiciona el Mn2* antes de adicionar el detergente.

Sin embargo, ¢l uso de detergentes para determinar la fluorescencia minima
tiene la desventaja de que al disolver las membranas se podria liberar a
moléculas del indicador que se hallen unidas a proteinas, y de esta manera se
moadificarian las propiedades fluorescentes del indicador (Konishi y cols., 1988),
Ademas, la lisis, de los liposomas podria modificar la viscosidad del medio asi
como la polaridad del microambiente donde esti localizado el indicador.

Otra manera de obtener la fluorescencia minima es adicionando un exeso de
EGTA vy elevando el pH de la solucion por arriba de 7.5 para que todo el Ca2*
se una a este quelante y se apague la fluorescencia del indicador.

La fluorescencia antes de la adicion de los liposomas se consideré como
fluorescencia minima. El valor de fluorescencia minima se restd del valor de
fluorescencia obtenido con la adicion de Ca2+, asi como de la fluorescencia
maxima.
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Después de registrar una linea basal durantc 20-50 seg, en presencia de los
liposomas, se afiadio valinomicina para generar un potencial negativo interno en
ta vesicula. El cambio de fluorescencia producido corresponde a la captacion de
Ca2* a través de la proteina incorporada en las vesiculas de lecitina (figura 9
b.), dependiente en un potencial transmembranal.

En comparacion con ¢l tamafio del trazo total de fluorescencia, el cambio
producido por la adicion de valinomicina es pequeiio {figura 9). Esto indica que
la captacién de CaZ* a través de la fraccion glicoprotéica (que es fa fraccion con
mayor actividad de transporte) es baja. Aunque esto es en parte debido a la poca
proteina wtilizada en el ensayo, también la actividad especifica de la fraceion
fCA evaluada en este sistema es considerablemente menor a a reportada por
Zazueta v cols, (1994) para el extracto FO0, como se vera mas adelante.

Cuando se utiliza valinomicina para generar un potencial negativo interno en la
vesicula es necesario hacer una titulacion cuidadosa en presencia de este
iondforo en fiposomas sin proteina incorporada, ya que a altas concentraciones
pueden observarse movimicntos de Ca2+ debidos a 1a adicion del iondforo. Los
resultados aqui mostrados se obtuvieron utilizando una concentracion de
valinomicina que no aumenta la permeabilidad de ta vesicula por Ca2+ (datos no
mostrados).

Gl trazo de fluorescencia (figura 9 b.) muestra también {a inhibicion obtenida
con 20 nM de rojo de rutenio o 4 uM de lantano. Esta sensibilidad a los
inhibidores del uniportador mitocondrial de Ca2* permite relacionar a esta
fraccién con el uniportador. La sensibilidad de rCA e¢s mucho mayor que la
reportado para otras preparaciones mitocondriales (Mironova, 1982; Zazueta y cols.,
1904),

Para obtener la fluorescencia maxima se afiadio ionomicina. Con la adicion de
este iondforo se equilibra la concentracion de Ca2* de uno vy otro lado de la
membrana del liposoma, y 1odo el Ca2* cntra en contacto con el indicador,
obteniendose a maxima fluorescencia.
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Figura 9. Trazo de_fluorescencia_obtenido de la_acumulacidn de Ca 2- en las vesiculas
lipidicas. a. Se registrd una finca basal con 2 ml de HEPES/TEA 25 mM pH 7.2, HEDTA
5 mM, y se adadicron 20 pl de vesiculas lipidicas reconstituidas con la fraccion rCA.
Después de 50 seg se anadio | pM de valinomicina, y finalmeute, después de 150 seg, se
aiiadio | nM de de ionomicina para calibrar la sedal. b, El mismo trazo pero en tanaiio
aumentado, se muestra la inhibicion del transporte con rojo de rutenio (20 nM) y lantano

4 uM).
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La figura 10 muestra la actividad especifica de transporte de Ca2* para las
diferentes fracciones obtenidas. La fraccion F50 no fue capaz de mediar la
acumulacién de Ca2* a la vesicula, mientras que la fraccion F90 transporta 10
nmol Ca2* /min mg, la actividad de transporte se incrementa unas 10 veces en la
fraccion rCa, hasta 90 nmol/min mg; actividad que es inhibida aproximadamente
en un 50% por 20 nM de rojo de rutenio o 4 uM de lantano. La fraccion no
retenida en la columna de concanavalina A (nCA) tampoco fue capaz de mediar
el transporte de Ca2*.
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Figura 9. Actividad cspecifica_de_las_fracciones protéicas. Se muestra la velocidad de
transporte de Ca*~ de las diferentes fracciones. Despuds de registrar una seiial basal con 2
ml de HEPES/TEA 25 mM pH 7.2, HEDTA 5 mM, sc afadicron 20 pl de vesiculas
lipidicas. Después de 50 sep se aiadio | pM de valinomicina. y finalmente, después de 150
seg se anadio 1 nM de de ionomicina para calibrar la scﬁ‘al‘ Los valores representan la media

% ervor estandard de un total de 3-5 preparaciones.
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Las actividades encontradas para las fracciones F50 y FOO en este sistema son
significativamente menores que las reportadas anteriormente (Zazucta y cols.,
1994), sin embargo, iu Gnica fraceion que presentd actividad de transporte fue la
traccion F90.

Lo anterior indica que para la preparacion de la fraceion glicoproteica se partio
de un extracto que contiene al umiportador de Ca2*. Por otro lado, no pudo
detectarse actividad de transporte de Ca?' en la fraccion nCA y esto es
indicativo dc que muy probabiemente los componentes del sistema unipartador
de Ca2t estén contenidos solamente en la fraecion glicoprotéica rCA. Aungue
no podenos, hasta ¢l momento. atribuir ka actividad de transporie de CaZ' a
alguno de los componentes de estu iracaion en particulze.

I.a tabla 5 muestra Ia relacion eotre 1o cantidad de proteina y fa actividad de

transporte de Ca2* obienida para cada fraccion: puede observarse que la
fraccion FOU, que corresponde al 1.3% de la proteina de las particulas

submitocondriales, si transporta Ca2, mientras que la fraccion F30 (97% de la
roteina de las particulas submitocondriales) no.

Esta actividad se ve enriquecida cuando se separa, a partir de Fou, la fraccion
glicoprotcica rCA (correspondiente al 4% de fa proteina de la fraccion F90, o al
0.05% de la proteina total de las particulas submitocondriales), yue transporta
aproximadamente 100 nmol de Ca2' /min/mg; en comparacion con ia fraccion
no retenida en fa columna de concanavahina A (nCA), la cuil no es capiz de
mediar el transporte de Ca2*, y corresponde al 92% de la proteina de ta fraceion
F90,
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Tabla 8. Actividad cspecifica de transp de Ca?* en las diferentes fracci A
Fraccion Cantidad de  Actividad de Porcentaje de 1= proteina total
proteina  transporte (nmol de las panticulas
(mg) Ca?* /min/mg) bmi driales
Fs50 765.00 0.00 92.05
£90 10.18 15.00 1.22
nCA 9.40 0.00 1.13
Ca 041 98.00 0.049

aSe mucstra la cantidad de proteina purificada de acuerdo a los

procedimientos explicados en la dol con respecto a su actividad
especifica de transporte de Ca?*. La actividad de transporte fuc evaluada
incorporando cada fraccion en lip de fectina con el indicad

fluorescente Fura-2 en ¢l interior (ver metodologia). F50: fraccién precipitada
con 50% de sulfato de amonio, F90: fraccion precipitada con 50-90% de
suMfato de amonio, uCA: fraccion no retenida en una columna de
concanavalina A, tCa: fraccion retenida en la columna de concanavalina A.

Sensibilidad del transporte de Ca2* a inhibidores y activadores:

Se hicieron curvas de titulacion de rojo de rutenio v lantano utilizando
liposomas reconstituidos con la glicoproteina rCA. La sensibilidad a estos
inhibidores del transporte de Ca2t (Gunter y Picifer, 1990) s¢ encontrd en ¢l érden

de lo reportado para mitocondrias completas.

Estas curvas de inhibicion presentadas en este trabajo representan el primer
estudio cinético de este tipo con una preparacion purificada del uniportador
mitocondrial de Ca2*(figura 10), lo cual pudo ser reatizado debido a que con el
sistema de vesiculas lipidicas con Fura 2 en et interior, es posible estimar
velocidades iniciales de trunsporte, a diferencia de otros métodos como la
captacion de 45Ca, que miden los cambios en la concentracion de Ca2* total '
una vez que se ha alcanzado el equilibrio. Se encontro una Kg 5 para rojo de
rutenio de 16.11 + 1.31 nM (3), y una Kg 5 para La3t de 3.91 £ 0.27 uM.
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lipidicas reconstituidas con la fraccion retenida en la columna de concanavalina A (rCA).
Después de registrar una seiial basal con 2 ml de HEPES/TEA 25 mM pH 7.2, HEDTA 5
mM, en presencia de las concenttaciones indicadas de rojo de mtenio o Laly. Se
aiadieron 20 pi de vesiculas lipidicas. Después de 50 sep se atndio 1 pM de valinomicina,
y finalmente, después de 150 seg se anadia 1 nM de de jonomicing para calibrar Ts serial.

Los valores representan experimentos representativos.

Se ha descrito gue poliaminas como ta espermina pueden activar ol transporte de
Ca2* a concentraciones bajas de este ion. en nuestros ensayos utithzamos
concentraciones libres de Ca2* en el rango nanomolar (entre 10-9 y 10-0 M), v
encontramos quce el transporte de Ca2* mediado por la proteina rCA es inhibido
por la espermina con una Ko 5 de 140 pM (figura 11). Este dato resulta
interesante porque podria sugerir una regulacion de o actividad de transporte de
fa glicoproteina por poliaminas, sin cmbargo, es necesario que se apoyve esta
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informacién con ensayos de transporte en prescncia de espermina y sin
glicoproteina incorporada a la vesicula.

El Mg2+, otro inhibidor del transporte de Ca2* en mitocondrias fue utilizado en
este sisterna. Los resultados fueron poco confiables debido a que ¢l Mg2+
aumento la fluorescencia del indicador Fura 2 de una manera similar a como lo
hace ¢l Ca2t,

100
[
o
o
B
& Bor 140 nM
0 - e - J.
e nt 107 103 10"

[Fapermnal (nM)

Figura 1. Inhibicion por espermina del transporte de Ca mediado por la_glicoproteina rCa.
Se muestra ¢l porcentaje de inhibicion producide por las concentraciones indicadas de
espermina. Fl experimento se hizo como en la figura 10, los valores representan un
experimiento representativo.

El uso de amortiguadores de Ca/HEDTA hizo posible la determinacion de
velocidad de transporte de Ca2* en presencia de diferentes concentraciones de
Ca2* libre. La concentracion de CaZ* se caleuld utilizando el programa
CHELATOR (Schoenmarkers y cols, 1992) que toma en cucnta la influencia de la
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temperatura, la fuerza ionica y ¢l pll sobre el valor de la constante de
disociacion del complejo HEDTA-Ca?!,

La consecuencia principal dei uso de los amortiguadores de Ca? 7HEDTA es el
hecho de que la concentracian tibre de Ca2' es Ja misma a una determinada
relacion [CaZ*/HEDTA, no unportando las concentraciones totales de Ca?™ y
HEDTA, de tal munera que so puede fijar la {Ca2'] libre preparando de
antemano ¢l amortiguador de Ca?t con ks concentraciones adecuadas de
quelante y de Ca?*, o bien. wilizar wna concentracion baja de quelante
(HEDTA) en ¢t medio v Juege variar la concentracion de Ca2* bibre mediante la
adicion de una cantidad determinada del amortipuador Ca/HEDTA. L] los
experimentos expuestos en seeciones anteriores se utilizo fa primera estrategia,
mientras que para caleular lu Kg ¢ de Ca?* se utilizd la scgunda

La figura 13 muestra una cunva de captacion de Cas' con respecto a
cariaciones en la concentracion de Ca2t libre. Los liposomas se reconstituyeron
con la fraccian F9O. Iin estos experimentos se utiizaron concentraciones
refativamente altas del amoruguador de pH (HEPESY va que la adicion del
amortiguador puede acidificar en cierta medida ¢l medio cuando ¢ Ca?' se une
al quelante; y un cambio de pH en cf orden de 0.1 unidades es suficiente para
cambiar de manera importante la afinidad del quelante por Ca?t, alcerando la
concentracion de Ca2t bibre. Por otro lado, a pH mayor a 7.4 la afinidad del
HEDTA por Ca?* es tan alta que practicamente no existe un equilibrio entre ¢
HEDTA libre y el complejo Ca2+-HEDTA,

El comportamicnto sigmoidal de a curva de [a figura no ¢s una evidencia de 1a
cooperatividad del proceso de acumulacion de Ca2* en la vesicula; pero se
calcuto de esta grafica una K s para Ca2* de 14.2 uM vy un coeti~.ente de Hill
de 2, que si es indicativo de que ¢i proceso es cooperativo. v coincide con lo
reportado para ¢l transporte de Ca2* en mitocondrias completas (Guater y Pifeifer.
1990).
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diferentes concentraciones de Ca2+. Despuéds de registrar una sefial basal con 2 mi de

HEPES/TEA 25 mM pH 7.2, HEDTA 5 mM, en presencia de las concentraciones
indicadas de Ca2+. Sc afiadicron 20 pl de vesiculas lipidicas. Después de 50 seg se aiadio

| pM de valinomicina, y finalmente, después de 150 seg se aitadio 1 nb de de jonomicing
para calibrar la seiial. f.os valores representan experimentos representativos.

Composicion de_ aminodceidos

La fraccion rCa estd compuesta en un §0% por un componente de 36 kDa
(fipura 7), mientras que solamente un 20% corresponde a componentes
menores. Tomando en cuenta ¢l peso molecular del componente mayoritario se
evalud la composicion de aminodcidos (tabla 6), v hicicron los estudios
presentados en esta seceion.



Tabla 6. Composicion_de_aminoicidos la_fraccion_glicoprotéica :CA®

Aminoacido Parcentaje Residuos por moldeula
Asx 3.00 [1.78
Gix 3.80 14.92
Ser 25.00 100.56
Gly 23.20 91,14
iHis 3.60 11.78
Arg 170 6.67
Thr 7.20 28.28
Ala 10.10 3567
Pio 2 60 10.21
Tyr 6.30 1.17
Val 1.60 18.07
Met 0,40 1.57

. 1/2Cys 0.20 078
e 2.90 11.39
Leu 4.40 17.28
Phe 2.60 10.21
fvs .40 17.28

23¢ sometio a hidrolisis dcida la fraccion rCA, ecn HClI 6 N
durante 23 hr a 110°C. la compuosicion de aminodcidos fue
determinada en un analizador de aminodcidos Beckman 119-CL Loy
vatlores representan ¢l porcentaje de cada uno de tos aminoacidos con
respecto al total, v ¢l nimero de residuos por moléenls. Se atilizo un
peso molecular de 40 kDa para el péptido rCa. y un peso promedio
por aminoacide de 110 Da,

Respecto a la naturaleza de oy componentes membranales involucrados en ol
trasporte de Ca2*, se pueden dividir las fraccrones asladas basta ky feche on
solubles ¢ hidrofobas (tabla 2).

Utilizando ¢l método deserito por Capialdi v Vanderkooi (1972) se caiculd ana
poluridad de 48.7% para esta frucaion glicoprotéica  Dicha polaridud ¢
ligeramente mayor al valor promedio encontrado por estos autores para
proteinas membranales. Podriamos entonces catalogar a lua fraceion rCA dentre
del grupo de las fraceiones solubles, sin que se descarte la interaccion de dicha
traccton con la membrana nutocondnal.
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El punto isoeléctrico del componente de 36 kDa, fue evaluado por
isoelectroenfoque, encontrandose un valor de 6.0, éste valor indica que la
molécula, a pH fisiologico se encontrara cargada negativamente.

La fraccion rCA tiene un aito contenido de serina y glicina (tabla 6), v.
asumiendo un peso molecular de 36 kDa contiene una sola molécula de cisteina
por molécula de proteina.

Chavez y cols. (1985) estudiaron el efecto de modificadores de grupos toles
sobre ¢f transporte de Ca2*. Ei Cd induce la salida de Ca2* en mitocondrias,
pero también inhibe la fosforilacion oxidativa y estimula la actividad de la
ATPasa en un proceso inhibible por rojo de rurtenio. Ademas, ¢l ditiotreitol
evita la inhibicion porducida por el Cd.

Debido a esto, se sugirio que existen grupos tioles involucrados en la actividad
det uniportador de¢ Ca2?, y que eslos se encuentran en una region hidrofobica,
accesible al Cd pero no accesible a reactivos impermeables a la membrana,
como el mersalyl, ya que éstz no fue capaz de inhibir el transporte de Ca2*, Se
sugirio también que el Cd pudiera unirse al sitio de union del Ca2* o a un sitio
alostérico. dentro del uniportador.

Mironova y cols. (1982), por su parte, también mostraron la participacion de
estos grupos en ¢l transporte de Ca2*,.ya que purificaron un péptido activo
utilizando una columna de sefarosa 4B activada para unir grupos tioles.

El analisis de los aminoacidos funcionales ha mostrado que al menos 3 grupos
carboxilo estan involucrados en la union y transporte de Ca2* al uniportador
(Reed y Bygrave, 1975)

Fl alto contenido de serina de la fraceion rCA provee a la molécula de una gran
cantidad de grupos hidroxilo, los cuales son sitios potenciales de union de Ca2*.
Es posible que estos grupos carboxilos e hidroxilos jueguen un papel importante
en el proceso de union a Ca2*,
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Sin embargo, solamente conociendo la secuencia aminoacida de esta proteina
pueden hacerse especulaciones confiables acerca de su estructura y sitios de
union para Ca2* y para activadores e inhibidores.

Composicion de carbohidratos de la fraccion rCA

Algunas de las fraccioncs que han sido asociadas con ¢l uniportador
mitocondrial de Ca2* conticnen hexosaminas y lipidos (tabla 2). La
composicion de carbohidratos del péptido aislado (tabla 7), muestra un
predominante contenido de manosa y n-acetilglucosamina, mientras que no se
detecto N acetil-D- glucosamina.

Tabla 9. Composicion de carhohidratos de la fraccion tCA?

Monosacirido Fraccion
galactosa 0.04
manosa 3.00
glucosa 0.20
N-acetilglucosamina 1.50
acido sidlico 0.03

ALas wuestras fueron sometidas a metandlisis en presncia
de mesotnositol como estandard. los glicosidos despuds de
rveacetilarse fueron analizados por cromatografin pas-hquida
en una colunina capilar de silicon OV 101 de 25 mm X 0.32
mnt. Se muestran los valores con respecto al contenido de

tmanosa. No se detectéd N-D-galactosamina.

L.a lectina concanavalina A es afin por estructuras del tipo que se mucsiza en la
figura §4 donde un esqueleto de N-acetil-D-glucosamina se encuentra unido 2
la proteina a través de un residuo de asparaging, v esta sustituido poer dos
esqueletos similares: por tanto, una estructura de este tipo pudiera encentrarse
en la fraccion glicoproteica (rCA) aislada en este trabajo. Ademis, una
estructura glicosidica simple de este tipo no entra en conflicto con una
localizacion membranal.
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P

Asn-GlcNAC-GleNAC-Mag-GlcNAC

Man (GleNAS-Gak-NauAg)

My‘dm

Asn-GleNAC-GicNAc-Man

Man-Man

Figura 14. Estructuras plicosidicas reconocidas por la lectina concanavalina A. Se muestran
dos estructura lactosaminicas ramificada con grupos trimanosidicos sustituidos por dos
esqueletos de N-acetil-D-glucasamina, y unidos a Ia proteina a través de un rsiduo de
asparagina. Este tipo de estructuras lactosaminicas contienen cantidades despreciables de
acido sidlico. Asn: asparagina; GleNag: Neacetii-D-glucosamina: Man: manosa; NeuAc:
acido sialico; Gal: galactosa.

Contenido de carbohidratos de Ias diterentes fracciones

1 contenido de carbuhidratos de las diferentes fracciones obtenidas se muestra
en la tabla 8. Es posible que existan otros componentes glicosilados en los
compartimentos mitocondriales, como ha sido sugendo anteriormente (de Bemard
vy cols, 1971), sin embargo, huay que tomar en cuenta que los valores presentados
en esta tabla estan sobreestimados en el caso de as fracciones F50 v F90, por lu
incompleta separacion de ta sacarosa utilizada en su preparacion, y en el caso de
fa fraccion rCA por restos del azuear utilizado para la elucion de la columna de
concanavaling A.



Tabta 8. Contenido de carbohidratos totales en las fracciones?

Extracto Porcentaje de carbohidrato
PEM 17,14
Fso 3.62
90 21.30
1CA 10.00

a8e tratavon las wuestras con 0.1 ml de fenol 5% y (0.5 mi
de Acido sulfirico por cada 0.1l de extracto, despuds do
hervir durante 5§ miu s determind ¢ comenide de
carbohidratos comparande Ia absorbaucia a 490 um con fa
de una curva estindard de glucosa. Los valores represomtan
el porcentaje de carhohidratos con respecto al @ Ae
proteing. PSM: pdﬂlull‘\s subwitocondriales, F50: ,,mu(m
precipitada cen 3-30 de sulfata de amonio, F90.
precipitada con $0-90%4 da sulfate de amonio, rCa: fi
retenida en fa columna de coneanavaling A Loy v
representar una medicion representativa,

Ensayos de unidn de Ca2*

El transporte mitocondrial de Ca2* se caracteriza por su alta afinidad (Reed
Bigrave, 1974), asi quc la proteina que sea identificada como ol umportador
mitocondrial de Ca2* debe tener fa capacidad de unir a este 16n con une abinidad
semejante. Se midio la union de Ca2* en lus diferentes fracciones obtentdas en
presencia de 5 uM de Ca2* Las fracciones F90 y rCa presentaron los valores
mas altos de union de Ca2* (tabla 9).
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Tabla 9. Union de Ca2* a las diferentes fracciones proteicas®

Extracto Ca?* pegedo (nmol/mp)
MTC 0.2}
PSM 0.39
F50 0.39
F90 29.60
CA 36.70
aLa Ja de reaccid ia Tris 10 mM pH 7.0,
extracto protéico (1 mg/ml) y 5 uM de 45Ca. El Cn2+
pegado fuc evaluado después de una cr Br cn
Scphadex G-50. Los valores representan un experimento
representativo.

Se calculd una constante de disociacion aparente de 8 pM para el complejo
fraccion glicoproteica rCA-Ca2* (figura 15). La union de Ca2* es parcialmente
prevenida por la desnaturalizacién protéica y por la presencia de Mg2* en el
medio, sin embargo, el rojo de rutenio no afecto las pmplcdadcs de union de
Ca?* de las diferentes fracciones.

Estos avasgos contrastan con las propiedades de union de Ca2* encontradas
para la ghicoproteina aislada por Sottocasa (1971) y Lehninger (1971), y por otro
lado apoyun la idea de que el sitio de union de Ca?* ¢s independicnte del sitio
de unién de rojo de rutenio dentro del uniportador de Ca2* como fue sugerido
por Reed v Bygrave (1974).
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Figura 15. Union de Ca>

. Ia glicoproteina rCA con respecto a la concentracion de Ca2:.
{.4 mezels de reaceion contenia Tris 10 mM pll 7.0, exteacto protéico tCA {F mp/inl) v las
concentraciones indicadas de 45Ca. El Ca® pegade fue evaluade después de una

cronatografia en Sephades (G-50. Los valores represeniah uit eXpeiimenio iepresentativo

I.a union de Ca2* puede deberse a ba union del ion a fosfolipidos Tyson v cols
(1970) reportaron que clertos fosfolipidos son capaces de umr v rnsperta
cationes a través de una fasc hipidica La cardioipina v el dcido tostatidico tque
pueden encontrarse en Ja membrany mtema mitocendnaly nenen achivad
tonoforética sinilar a ronoforos como el X337A Dichos fosfolipidos transportan
cationes divatlentes en un proceso que es inhibido por rojo de rutenio Asi gue
hay que diferenciar este proceso del transporte a traves de Ju protemna ot
uniportador. v esto puede realizarse ya que el transporte mducido por
tosfolipidos no es dependiente del pH entre ptf 54 2 83
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Discusion

Preparaciones mitocondriales con caracteristicas marcadamente diferentes han
sido asociadas al uniportador de Ca2* (tabla 2). La dificultad de asociar una
fraccidn proteica con el uniportador radica en parte, en que existe una amplia
variacion en los datos cinéticos obtenidos para dicho acarreador (tabla 10).

‘Tabla 10.. Constantes cinéticas del proceso de transporte de Ca2-+en
mitocondrias completas reportadas por diversos autores.
Parametro Valor Referencia

Capacidad Maxima 3 pmol CaZt/mg | Scarpa y Azzone, 1970

Ko.5 Akerman, 1977b; Crompton
1-189 yM y cols, 1976; Hutson, 1977,
Pfeiffer y cols, 1976;
Vinogradov y Scapa, 1973
Vmax 400-1200 nmo! |Bragadin y cols, 1979,
Ca2*/minmg |Hutson y cols, 1976;
Vinogradov y cols, 1972
McMillin-Wood y  cols,,
1980; Vercesi y cols.. 1978
Cocficiente de Hill 1.7-2 Brapadin y cols, 1979,
Bygrave y cols. 1971
Heaton y Nicholls, 1976;
Hutson v cols., 1976; Reed y
Bygrave, 1975; Scampa y
Grazziotti, 1973,
Vinogradov y Scarpa, 1973
Inhibicion por rojo de Ki= 30 nM Reed y Bygrave, 1974

rutenio

Inhibicion por K0.5= 180uM {Lenzen y cols., 1992
espermina

Activacion por K0.5 = 50puM | Lenzeny cols., 1992
esperming

Esta variacion refleja la diferente actividad del sistema uniportador en respuesta
a condiciones experimentales diversas, asi como el control cinético cjercido por
los sistemas de eflyjo de Ca2*, ie. el intercambiador Ca2'/Na* y el
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intercambiador CaZ#/H*. Ademas de que los parametros reportados son de
dificil interpretacion debido a la dependencia del transporte de Ca2* en el
potencial electrico transmembranal.

Por otro lado, no se ha descartado la posibilidad de que exista mds de un
sistema de entrada de Ca2* a la mitocondria, a través de varias proteinas con
esta Gnica funcion, o por medio de proteinas cuya principal fucion no es el
transporte de cationes. Una evidencia que apoya esta idea fue obtenida por Fry
Green (1979) para la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa.

Ninguna de las fracciones wmsladas hasta la fecha puede identificarse
inequivocamente con ¢l uniporiador mitocondrial de Ca2*; y las razones paia
esto pueden sintetizarse en 4 principalmente:

1. Algunos ensayos empleados para evaluar el transporte de Ca?¥ no miden
directamente el movimiente del cation. Los ensayos de  hinchamiento
mitocondrial utilizados por Blondin (1974) son un ejemplo, ya que son mas
sensibles a cambios en la concentracion de Mg2¥ que a lu de Ca2*. Los
ensayos de liberacion de glicoproteina utilizados por Prestipino y cols.
{1974) tampoco responden directamente a movimientos de Ca2* sino
probablemente a ta union de 1z glicoproteina a la superficie de 1o membrana,

o

. Ciertas fracciones aistadas representan et 1% o mas de la proteina
mitocondrial (Gomez-Puyou y cols., 1972, Sottocasa y cols., 1972) lo cual
contrasta con ¢l namero de acarreadores calculado por Reed vy Bygrave
(1974), 0.001 nmol/mg de proteina mitocondrial.

3. Se ha demostrado la identidad de ciertas preparaciones con contaminantes
extracelulares (Mironova y cols, 1993).

4. La mayoria de las fracciones asociadas al uniportador no presentan las dos
caracteristicas principales de ¢ste, es decir, sensibilidad al rojo de rutenio v
dependencia en un potencial transmembranal (Sottocasa y cals., 1972; Sukolove
y Brenza, 1983; Mironova y cols, 1982; 1993)
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Entre Ios componentes que han sido asociados con el uniportador se encuentran
tanto proteinas solubles como insolubles; ademas de proteinas que cambian sus
propicdades hidrofobicas o hidrofilicas bajo diferentes tratamientos (Gomez-
Puyou y cols., 1972; Sottocasa y cols, 1972), como la fraccion F90, aislada en este
trabajo, que se torna insoluble después de separar la sal de sulfato de amonio
por medio del proceso de dialisis.

Una disminucién de la solubilidad de estas fracciones, en presencia de sales o
Ca2*, puede estar relacionada con la asociacion de las proteinas a la membrana
mitocondrial. Lo anterior fue sugerido por Prestipino y cols. (1974), quicnes
estudiaron las propiedades de la glicoproteina aislada por Carafoli y Sottocasa
(1974). Una tercera parte de dicha glicoproteina pudo ser aislada por choque
osmotico, mientras que las dos terceras partes restantes requerian de agentes
caotropicos como iodosalicilato para ser extraidas. La glicoproteina es
extremadamente  dcida, ya que se compone de dcido aspartico y dcido
glutamico en una tercera parte.

Prestipino (1974) proponia que el Ca2+ sirve como un puentre entre las cargas
negativas de la glicoproteina y las cargas de los fosfolipidos. De esta manera, la

glicoproteina pucde asociarse a la membrana y liberar el cation del otro lado de
ésta.

La fraccion glicoprotéica rCA aislada en este trabajo no parece necesitar de la
presencia de Ca2* para asociarse a una membrana, ya que mis de un 80% de ia
muestra utilizada en los ensayos de reconstitucion se asoci6 a los liposomas de
lecitina.

La captacién de Ca2* en mitocondrias completas es un proceso probalbemente
asociado con un ionoforo movil, por su velocidad y especificidad. Los
ionoforos en general se¢ componen de un exterior hidrofobico v un interior
hidrofilico en donde ¢l ion. ¢n este caso el Ca2*, puede acomplejurse con
grupos cargados negativamente como carboxilos o hidroxilos.

Un ionoforo clectroforético cs capaz de responder a un  potencial
transmembranal, ademds, aniones lipofilicos pueden aislar al complejo
ionéforo-cation de la membrana. En el caso de la proteina aislada por Jeng v
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Shamoo (1980} la "calciporina®, ésta no es afcctada por iones lipofilicos, lo que
indica que ¢l complejo cation-ionofore no es neutro, o que el fransporte ¢s
debido a los lipidos contaminantes, esta Ultima idea fue corroborada por
Sokolove y Brenza (1983). Ademds, para ser identificado como ¢l uniportador
de Ca2* un iondforo debe responder a un potencial transmembranal, pardmetro
que no ha sido demostrado para la mayoria de las preparaciones asociadas con
cl uniportador (tabla 2).

Por otro lado los ensayos de transporte de Ca2? utilizados por diversos autores
dificre grandemente. Mironova y cols. (1982; 1993; 1994) utilizaron ¢l sistema de
bicapas lipidicas, sin embargo no se hicieron controles con otra proteina no
relacionada, por lo que no puede concluirse que solo esta preparacion es capaz
de inducir cambios en la conductividad al Ca2* en este sistema. La cantidad de
proteina, asi como la concentracion de Ca2* que wtilizaron estos autores fue
extremadamente alta (en el intervalo milimolar), lo que puede llevar a obtener
resultados artificiaies.

El ensayo de transporte de Ca2* utilizando 45Ca tiene la ventaja de tener una
selectividad absoluta por el is6topo. Con este método se mide fa marca total en
una fraccion de la muestra, ya sea un precipitado o un sobrenadante, pero no se
puede distinguir entre ¢l transporte de Ca2 'y fa unién del ion a la superficie de
liposoma u otros componentes del medio.

Los experimentos son largos, y lus preparaciones pueden deteriorarse. Ademas,
las concentraciones de Ca2* que se¢ requicre utilizar son también altas (en el
intervalo milimolar). Si se desea utilizar concentraciones de CaZ* menores a 5
uM debe wtilizarse un sistema combinade de amortiguadores Ca/lGTA y
cucncheo con rojo de rutenio o EGTA.

A concentraciones mayores 2 5-10 pM el tansporte de Ca2™ es tan ripido -al
menos en mitocondrias-, que no se puede implementar exitosamente el sistema
de cuencheo, y se mide unicamente la concentracion de Ca2* en el equilibrio,
cuando se ha cquilibrado ésta de uno y otre lado de la membrana, es decir, no
se pueden determinar velocidades iniciales de transporte
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El ensayo de transporte de Ca2* utilizado por Zazueta y cols. (1991; 1994), cn
vesiculas lipidicas con citocromo ¢ oxidasa incorporada, presenta las siguientes
desventajas:

-Se ticnen que reconstituir cientos de ug de muestra para evaluar el
transporte.

-Se ticnen que utilizar concentraciones de Ca2* en el intervalo mM, con
lo que tiene que producirse una diferencia de concentracién de CaZ* muy
grande entre uno y otro Jado de la membrana, para detectar el transporte.

-No se pueden detectar velocidades iniciales de transporte, lo que impide
que se realizen estudios cinéticos.

Sin embargo, la preparacion de Zazueta y cols. (1994), es la preparacion que
mads probablemente contiene a los componentes del sistema uniportador de
Ca2*, ya que se demostré convincentemente que transporta Ca2* dec unma
manera dependiente en un potencial transmembranal y sensible a rojo de
rutenio.

En este trabajo se utilizaron amortiguadores Ca/EGTA, para reducir la
concentracion de Ca2* a la que son expuestos los liposomas. El uso de este tipo
de amortiguadors s¢ ha hecho cada vez mas comuan en los estudios bioquimicos
con mitocondrias, ya que la fraccion del Ca2* que interactila con los sistemas
cnzimdticos es [a fraccion ionizada o libre. La concentracion de Ca2+ fibre en c!
citosol se encuentra en ¢l intervalo submitocondrial (Hansford, 1985; McCormack y
cols, 1990); ¥ la manera de manipular esta fraccion del Ca2* incluye ¢l emplco
de quelantes de Ca2*, que sirven como amortiguadores del cation entre 50-
1000 nM de Ca2* libre. Entre los quelantes mds utilizados se encuentran cl
EGTA, el HEDTA y el NTA(dcido nitriloacético). Estos quelantes permiten la
manipulacion de concentraciones de Ca2* en ¢l intervalo submicromolar, en
presencia de concentraciones milimolares de Mg2-

El uso combinado de amortiguadores Ca/quelante, con indicadores
fluorescentes para Ca2* permite la determinacion cuantitativa de la
concentracion de Ca2* libre. En este trabajo se evalué el transporte de Ca2* en



vesiculas lipidicas con Fura 2 en el interior. Este sistema presenta las siguicotes
ventajas:

-Debido a la scnsibilidad del indicador ftuorescente pueden utilizarse
concentraciones de Ca2! en ¢f intervalo nanomolar, lo que, aunado ol uso de
amortiguadores Ca/EGTA penmite una adecuada manipuacion de  as
concentraciones libres de Ca??,

-Se requicre de poca proteina para ser reconstituida en Jos hiposomas.

-Pueden estimarse velocidades iniciales de transporte, asi como fa
dependencia en un potencial transinernbranal.

-Se obtuvieron vesiculas de gran tamafio {en el arden de ipl/mg de
fosfolipide), lo que representa una ventaja para la incorporacion de proteinas v
para medir el transporte de CaZ*,

For otro lado, a pesar de que el volumen de la vesicula es grande, resultar dificil
evaluar la inhibicion por otros cationes va que interfieren con la uorescencia
del indicador.
;

La glicoproteina aislada en este trabajo forma parte de la fraccion aislada por
Zazueta y cols. (1994), a pesar de ne contener exactamente lrs mismas
proteinas. Anticuerpos preparados contra dos de las proteinas en la fraceion de
Zazueta y cols. (1994) inhiben ¢l transporte de Ca! en mitocondrias v
mitoplastos (Zazueta vy cols., 1994), pero cstas dos proteinas no han sido
reconstituidas todavia en liposomas.

La preparacion glicoproteica obtenida ¢n este trabajo si fue incorporada 1
vesiculas lipidicas y se encontré que transporta Ca2* de uma mancra
dependiente del potencial transmembranal e inhibido por rojo de rutenio. La
velocidad de transporte de Ca2* sc incrementa unas 10 veces con respecto a fa
fraccion F90. y hay que hacer notar que esta preparacion consta de una banda
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de 40 kDa y 3 bandas menores, y que probablemente alguna de éstas
corresponda al péptido de 20 kDa desento por Zazuela y cols. (1994).

La glicoproteiny rCA ticne un tamaiio similar a las glicoproteinas purificadas
por Sottocasa y cols. (1974} y Mironova y cols. (1982), sin embarge, su
composicion aminovacida y de carbohidratos diticre considerablemente de
dichas preparaciones. Por tanto no puede ser identificada como alguna de éstas.

No se excluye, la posibilidad de que nuestra preparacion contenga algin
contaminante citoplasmico, para lo cual hubiera sido conveniente medir
enzimas marcadoras mitocondriales en las preparaciones obtenidas. A este
respecto. la preparacton de Mironova y cols. (1993), fue considerada como un
comaniinante extramitocondrial ya que su extremo amino teminal coincide con
la proteina orosomucoide citoplasmica. Sin embargo. la glicoproteina de
Mironova (1993) no puede ser identificada inequivocamente con la proteina
orosomucoide va que, anticuerpos dirigidos contra la proteina citoplasmica no
inhiben el transporte de Ca2* en mitocondrias ni en mitoplastos, y. anticuerpos
dirigidos contra la glicoproteina no reaccionan con la orosomucoide, lo que
indica que son dos proteinas diferentes.

Mironova v cols. (1993), sugieren que el uniportador forma un complejo
glicoproteina-péptido en el que pequeios péptidos se asocian para formar un
canal acuoso @ que atraviesa la membrana: y una fra cion glicoprotéica que
cumple funciones de  reconocimiento para Ca?* (Mironova, 1993), y de
regutacion del transporte de Ca2* por cationes divalentes y poliaminas
(Niironova, 1994 £l pépudo formador de canales aislado por Mironova y cols.
{1903y funcionaria como un canal de transporte rapido para Ca2*, en vez de ser
una molécuta stmmlar a un ronofore movil, como fué sugerido por varios autores
(Sottocasa. 1971 Blondir, 1974; Jeng v Shamoo, 1980),

La glicoproteina mislada en este trabajo presenta caracteristicas  cinéticas
simtlures a lus asoctadas al transprote de Ca2” en la mitocondria entera. Sin
embargo, la participacion de los componentes de bajo peso molecular no puede
ser excluda, o pesar de que solo representan ¢l 20% de la preparacion. s
posible que. como ha sido sugerido por Prestipino (1974) v por Mironova (1993),
la gicoprotema sirva como sitio de reconocimiento para eb Ca2*. v que los
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componentes de bajo peso molecular formen ¢l canal de paso de «o
través de la membrana. Nuestra preparacion en forma nativa pucde constitus
un complejo de varias subunidades con estas funciones. Esta altima idea tendrin
que ser evaluada separando dichos componentes v reconstituyendolen a
liposomas independientemente

Otros componentes mitocondnates glicesilados ban sido arstados v se ha
cncontrado que unen Cao - Tashmukhamedow v ocols. (19723 reporto o
aislamento de una gheoproteins de mitocondria de higade de rate capas de
captar Ca2' con aha afuadad  sonsura et al (1973) deseribio ¢l aislanuento de
un glicoproteing de mnosendrias doe corfera adrenal. ésta tene menor atimdad
por Ca2* que fa gheoproicin aishuay por Tashmukhamedow v ol (1972), Por
otro lado Caratoli v Sotteca-a (1974, purificaron una gheoprotena de 33 La
localizada tante en la membrana inleins como en el esp :

1
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esta glicoproteina es altamentce sodica v representy aprovimeacdint e of 9 do
la proteina mitocondrial St eneotro ademds que su capacidad par unir Ca?”
depende de la presencia de sedo sithico en la molecuta, pera caie coruponente
fue incapaz de mediar ¢l tranerons de 037 Se sugino entoties gue of Cad® es
importante para la asociacian Jde dicha proteina a la membrana.

Se evidencio en este trabiago gue of rojo de rutenio no es un buen marceador de
componentes  gheosilados, s embargo, recientemente se mostro gue el
inhibidor mas efectivo del transponie de Ca2' s un contaminaete o

wilear ded

artica ol

rojo de rutenio (Ving et at, 190 v se ha sugendo gue se poadiiy

uniportador utilizando este compuestos en una téenica cromatogradion

Elanalisie e carbohidiatos Hevado a cabo para la gheoproten aisiadn ¢ este
trabajo asegura que la fraceion glicosidica se encuentra unida 5 Ly protene de
forma covalente. a diferencia de fa gheoproteina wmislada por fambin © cols
(1976: 1983)

La presencia de otras gheoproteinas ¢n los compartimentos mitocondriales
evidenciada en este trabajo ha sido reportada previamente (e Berard v cols
1971). La miutocondria es capiaz de sintetizar glicoproteinas (Bossmann and Martm.
1969), asi como N-glicoconjugados. por b1 via del dilicopirofosfato (@ eviat et al .
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1989), ademas de ser capiz de transferir estructuras glicosidicas de nucleotidos,
directamente a aceptores proteicos (Levrat et al., 1990).

Los resultados presentados aqui indican que la preparacion glicoproteica tCA
presenta las principales caracteristicas del sistema de transporte de Ca2*
mitocondrial, y que contiene al menos un componente glicosilado y algunos
componentes minoritarios.

El contenido de carbohidratos de la fraccion rCA es menor al 10%, y su
participacion en el proceso de transporte de Ca2* debe ser evaluada
removiendola con enzimas especificas como l!a endoglicosidasa H lLa
regulacion de la actividad de la fraccion glicoproteica rCA por espermina esti
también en ¢l orden de lo reportado para mitocondrias completas. Por Glumo,
esta preparacion no puede ser identificada com la glicoproteina preparada por
Sottocasa y cols. (1972) o con la obtenida por Mironova y cols. (1982), ya que
dificre en composicion de amindcidos, asi como en polaridad.
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Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se purificé una fraccion glicoproteica (rCA) con un componente
predominante de 36 kDa, a partir de un extracto de protcinas membranales
mitocondriales. La fraccion estd probablemente asociada al sistema de
captacion de Ca?* en la membrana interna de la mitocondria, ya que las
constantes cinéticas obtenidas al reconstituir la fraccion en liposomas con Fura-
2 en el interior coinciden con lo reportado para mitocondrias completas. El
sistema utilizado para evaluar el transporte de Ca2* de este extracto permitio la
deteccion de pequefios movimientos dcel ion devidos a la minima cantidad
obtenida de la fraccion rCA

No puede atribuirse con toda certeza que el componente de 36 kDa sea ¢l anico
responsable del transporte de Ca2* en las vesiculas va que existen componentes
minoritarios en la preparacion, los cuales pueden separarse si se aishan
cantidades mayores de la fraccion Ca, y s¢ somete a separacion por
intercambio ionico. Se  ha caracterizado o fraccion  glicosidica de la
preparacion rCA, y puede estudiarse su participacion en el proceso de
transporte haciendo ensayos en los que se remuevan los grupos carbohidratos
mediante enzimas especificas como la endoglicosidasa .

Nucstra  preparacion no  puede identificarse como  alguna otra de  las
preparaciones obtenidas por otros autores, ya que tiene propicdades quimicas y
cinéticas diferentes. Sin embargo, no se hicieron controles muy extrictos para
climinar la posibilidad de que nuestra preparacion sea un contaminante
citoplasmico, ¥ por tanto es importante que tras la secuenciacion de la proteina
de 36 kDa, ésta se compare con proteinas citoplasmicas conoaidus, La
secuenciacion ademas peritird estudios estructurales mds extensos que Heven a
una mejor explicacion del proceso de transporte de Ca2* mediado por esta
fraccion. Por altimo, otro componente del sistema uniportador de Ca2* pudo
quedarse en la fraccion que no es retenida en la columna de concanavalina A,
por lo que esta posibilidad debe ser explorada.
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