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Resumen 

b 
El 1nm>portc de Ca2• al interior de la mitocondria está mediado por un uníportador 

crrroforetico, dcpe11díente del potencial eléctrico transmcmbranal e inhihihle por rojo de 

cuío. M!!2t y lantánidos tpaia una revisión ver Gunter y Pff'eifcr. 1990). Este acarreador es 

altamente selectivo (Orahora y cols. 1969, \'ainio y co!s .. 1970), extremadamente ripído (McMillm· 

Wood y co!s. !<180, VcrccSI y co!s, l97RJ y probablemente de naturale;za glicoprotéíca (Sorrocasa y 

cols .. Jtn 1. Goniez-Puyou y rols .. 1971~ Mironova y cols. 1982). Dicho uniportador tiene wia 

ínrponantc participación en Ja regulación del metabolismo mítocondrial, y se han hecho 

numerosos íntcntos por purificarlo (Lehninger. J97L Souocasa y cols. 1971: Gómez-Puyou. 197:!. 

Olori.1in, f C)74, Carafoh y Souocasa. 1974~ Jengy Shamoo, 1980. Moronova y cols. 1982~ Yingy cols 1'>91 ~ 

Za1 .. 11:1a )"col<>. ¡qq~,~ Recientemente. Zazucra y cols. '1994) aislaron WJa fracción mitocondrial 

· capú de nR•diar el transpone de Ca2• a vcsiculas lipídicas, este transpone es dependiente 

del po!cncial negativo ímemo e íuhibiblc por rojo de mtenio. Con el objeto de purificar al 

nniponador 111itocondrial de C'a2•, •~• este trabajo se intentó de1em1ínar cuál de los 

cmnponcllles en el c.\tracto obtenido por Zazuera y cols. (1994) es el responsable de la 

acitivi,Jad de !rnn>vonc de Ca2+ Uliliz.audo cromarografia de afinidad en una columna de 

Co11ca11avt1lina A, se obtuvo una preparación gJicoprotéica que contiene un componenlc 

prcdominanlc d" 36 kDa. Dicha preparación fué re<onstituída a vesículas lipídicas cargadas 

cou el indicador fluorescente füra-2, cncontrandosc que es cap:iz de mediar el transpone de 

Ca~' El proceso es depende de un po!endal rransmembranal y es inhíbiblc por rojo de 

nut•nio. l.:1 acti\'id~d de t:~1a fracciim fue mayor t¡ue 1:1 que presenta el cx1racto crudo en 

i:!\1c mismo !-.istcm:i 1\dcmá~ se calculó una Ki parn el rojo de rutenio de 16 nM. y m1a Ki 

/!"'" l.a 1' de 3 CJ 111\l. La ac!íviúad de la fracción glicoprolcica obtenida es inhibible por 

¡ csprrmiua \.'Oll una K1 dz 140 nM. Se hicieron además estudios de composición de 

j am11wiiddo~ ~ c:omposición di! l'arhohidratos. y se encontró que la pordún glicosidica de la 

iprcparacion n:prc!'>ClllH menos del IO~,o del pe~o de ésta, y de acuerdo a !o.U composicióu, es 

1 proli;1blcmC"nt1.• una csuuc1ura oHgomanosa sencilla. Estos resultados sin embargo, no 

, :iponan Jaw-.. coni..·hb1\o' acl.'.!rca de la composición del acarreador ele Ca2• ya que nuC!,1rn 

'. p:i:pó11.1cio11 ...:onwmc al meno~ un 20% de otro~ componentes, adema!-. de la proteína de 3ó 

: J..I) t ~.os rr:. u!1adJ~ ljU..: ~e prc~ruan en c~1c trabajo muc~1ran que l.1 fracción glicoprotéica 

¡obtenida a partir 1lcl extracto de Zazucta y col!\ / lfl1>.a1 contiene a lo!-! componentes del 

! !<.l~tcm::J unipmtadnr tf(' ( a2
¡ Sin embargo. a pc!<>.U de que las constante!> de inhibición, y la 

! dcpc11dc111.:ia en d po1cnL·ial clc..:troquímico tra11smcmhra11al corresponden a lo reJ>0rtado en 

~ l:i li11,.·1;1tu11. la JCtJ\ 1d.1J <ll! 11ansportc de CaZ• C!<> si¡!111ficati\·a1111,.•111e menor. por lo tlUC 110 se 

p1ucdt.· idt."ruifit.·tu pk·n.1mculc a esta pu:paral'iou l'omo el 1111ip111rndo1 de Ca~·. y. por urra 

\1rnnc. es nccc~ario ~'\lahlcccr su relación l.'Ull al!!UTI l·n111ami11a111c tk· otro i;mnp;i11irncnto 

L~_clul.:!_l~e.-~~~Y-'~-~·~~<~. ~:. füm:iuu -·-~---- __ ··------·-···· 



ln1roducci1i11 

lnportanci:1 del transpo11~ \h:_üi~~, en el n11;tabolismo rnitocondrial 

La concentración de Cal•· dentro de la mitocondria es regulada por 3 
mecanismos indepcnd1cntcs La cnrrada de Ca2+ se efectúa a travcs de un 

uniportador rápido, v la sulida involucra 2 procesos que pueden depender o n1l 

de la presencia de N:i' en d 111cd10. /\demás, existe un cuarto mccanisnl(I qtw 

pcnnilc la libcraciún d·: µrnn.i.:. canti<Jadl·s de Ca2+, a travcs de u11 P· "" 
incspccifico t¡uc se forma t•n 1:1 memhrnna interna mitocondrial en rcspu~';" a 

vanos ¡igcntcs (G11111rr v l'fritlc•. J'l1Jl1J (Ji)!ura 1 ). 

f.'i~ura 1 Tr'tllSPR_l1_t; d.i.: (a .•. !t ll_d\é:- Je l;t Oll0 mhrn11a mtcma mi(Cll..:ondria! n { ·.1 : lit;,¡ .. 

la mitol.'011dria pnr medio d<.· 1111 unípo1tadnr dcpcndiL-'lltc del p\Hc11..:.1;11 l'ft•..:ui-:n 

trausmcmhrnnal mantenido por el hombcn de protones a rra\é!-> d~· I("- ··0111pk¡11 

respiratorios Este tra11,JHHtc e' inhihihll! por rojo tic mtcnlo (JU{}. 1\l¡~> ' j .1: i.:~ 

~alida de Ca~· se cfc~1ú:1 en mtcrcamhio con N:i-t o 11·. \ a t1dvc-. 1k 1111 por(/ 

incspccilico <JUC se forma en la rncmhrnna interna mitrn:ontinal L"11and<• la 1-'.oth .. l'lll rai.:in1i 

de Ca2 1 es elevada y cstan prcscntc-s cienos arcntcs como el ar~11a10 o l'I ÍO'.>.law 

.. 
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La principal función de los sistemas de transporte de Ca2+ en la 
mitocondria es regular la concentración de este ión dentro de la matriz: debido 
a que la concentración de Ca2+ ionizado (libre) afecta directamente la 
velocidad de flujo de la vía de fosforilación oxidativa. La velocidad de síntesis 
de A TP varía en presencia de concentraciones de Ca2+ entre 0.1 y 1 µM, 
mismo intervalo en el que puede variar la concentración de este ión en 
respuesta a estímulos hormonales o eléctricos en condiciones fisiológicas 
(Dcnton y McComJack, 1980; llausford, 1985; Brand y Murphy, 1987). Algunas 
hormonas como el glucágon y la vasopresina, así como algunos agonistas a­
adrenérgicos pueden incremcntar la concentración citoplásmica de Ca2+ de 0.1 
µM hasta 0.5 o 1 µM (para una revisión ver Marban y Rink, 1980; Hock, 1992), y esto 
puede traducirse en un incremento en la concentración intramitocondrial (':¡2+ 

(Morcuo-Sánchcz y llansford, 1988), por lo que se ha propuesto que el Ca2" e' un 
regulador de la velocidad de síntesis de A TP mitocondrial in vivo (Hansfurd, 

1985; McComJack y cols., 1990). 

Varios sistemas enzimáticos 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 máximo sobre la enzima (Ko.5 para 
Ca2'). 

Tabla l. Sistcrrms enzimáticos mitocoudrialcs regulados por Ca2 1 . Tomada de 

Moreno S:íuehe7, 1982. 
Acti\'ación LocaJi7..ación K11 s ~ara Ca2• (f!M) Rcforcncias 

Glicerol 1-Pi Cara cx1cma de la 0.6 Wcmcttc y cols., 

dcshidrogcnasa membrana interna 1981 
mitocoudrial. 

Pirul'ato Matriz mitocoudrial 1.08 McCom1ack y 

deshidrogcnasa Denton, 1980 
fosfatasa 

lsocitrato Matriz mitocondrial 1.19 Ocnton y cuis., l '178 
dcshidrogenasa 

Oxoglutaralo Matriz mitocondrial 1.03 McConnack y 
deshidrogenasa Denton. 197'1 



Succinato 

dcshidrogcuasa 

Inhibición 

Cara interna de la 

membrana int~ma 
mitocondrial 

Piruva10 carboxilasa Manú nútocondrial 

Piruvato Matriz mitocondrial 

dcshídrogcnasa 

cínasa 
Carhamíl fosfato 

sintctasa 

Matriz mi1ncondrial 

1.3 

10-25 nmollmg 

0.05-0.1 

10-ISnmotlmg 

Ez:twa y Ogata, 11179 

Foldcs y Darrit, 1977 

Coopcr y cols .. 197-1 

Mcijcr y cols., 1981 

El Ca2' ejerce su efecto activador a través de una disminucic'in de la Km 
para el sustrnto de la enzima, teniendo un pequeño o nulo efecto sobre la 
Vmax. En la oxoglutarato dcshidmgcrmsa, la Km para oxoglutarnto cambia de 
2.5 mM a 0.31 mM con !.<> ¡1M de Ca2 1 (McC<1m1acK y Dcnlon. (t)79). La 
pi~1vato dcshidrogcnasa cinasa es inhibida de un modo no competitivo por el 
calcio disminuyendo un 55% la Vmax con 7 ¡1M de Ca2' (Coo1m y cok, 1<1741: 

y otras enzimas son afectadas por concentraciones de Ca2' algo mayores. 
como es el caso de la isocitruto dcshidrogcnasa, cuya Km disminuye de 0.:?8 
mM a 0.5 mM con :!8 ¡1M de Cu2• (1lc111011 ycols., 1978), la Ni\Dll uhiquinona 
rcductasu {Kfu= 5. 7-6 ml\·1} (Kotlya1 y cols., 1992), la pirnvato carboxila:;a y el 
transportador de piruvato (sensibles a concentraciones de Ca2• entre 10 y 100 

M) (Fnltlcs y Barrill, 1'177). 

Además de las dcshidrngcnasas antes mencionadas, ciertos componentes 
de la cadena rcspirntoria son probahlcmentc regulados por cai ·• como 
complejo bel mitocondrial (Murphy y cols, l<J<JO), y el acarreador de adcnin 
nuclcótidos (Foldcs y Barrin, 1077¡ ya que el Cu2~ es capaz de aumentar ('f tlujo 
fosforilante en presencia de succinatn y rotcnon:1. o NADH a co11ccntrac1oncs 
saturantcs (Doussicrc y cnls .. 198~). 

Captación de cai±: v daño mitocondrütl 

La mitocondria es el organclo con Ja nrnyor cupacida<l <le acumulación de 
C:12+, siendo capaz de acumular m:is de ::? mol/mg, debido a esto :1lgunos 



investigadores han evaluado la idea de que la mitocondria funcione en 
condiciones fisiológicas como regulador de la concentración c¡toplásmica de 
Ca2+ (Nicholls y Crornplon, 1980; Nicholls y Scolt, 1980). La velocidad de salida de 
Ca2+ se mantiene escencialmente constante W1a vez que se han acumulado 1 O 
nmol de Ca2+/mg, mientras que la actividad de la vía de entrada de Ca2+ es 
altamente dependiente de la concentración de Ca2+ externo; si la entrada es lo 
suficientemente rápida parn contrarrestar el efecto de los sistemas de salida, se 
producirá una acumulación neta del catión. En esta situación llamada 
acumulación masiva, el Ca2+ puede precipitarse en la matriz mitocondrial en 
forma de fosfato de calcio formando gránulos de hidroxiapatita. 

Suspensiones de mitocondrias aisladas son capaces de bajar la 
concentración de Ca2+ extramitocondrial hasta 1 µM; en este estado 
estacionario la entrada de Ca2+ a través del uniportador es balanceada por el 
ellujo de Ca2 • (l'uskiu y cols., 1976). Esta acumulación masiva han sido 
observada en condiciones patológicas como la necrosis coagulativa (Farber. 

1981; l'arbcr. 1982), en la.~ que las células estan expuestas a daños en sus 
estructuras por altas concentraciones de Ca2+. Una concentración de Ca2+ de 
más de 100 µM puede dañar la estructura de los ácidos nucleicos y de algunas 
proteínas (l'arber, 1990; Nico1era y cols., 1990; Reed, 1990). Y aún concentraciones 
menores de este ión pueden interferir con cinasas dependientes de Mg-A TP 
(Blackshcar y cols., 1988), además de producir una activación de proteasas y 
fosfolipasas sensibles a Ca2 1·. Además, la acumulación masiva de Ca2.¡ 
produce ciertas alteraciones del metabolismo mitocondrial, como el 
desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, la inhibición de la respiración, y 
la cstimulación de la activi4ad hidrolítica de la ATPasa (Sla1cr y Clcland, t 953; 

llricrlcy y cuis., l9ó4). Por In tanto, en condiciones fisiológicas, como se había 
mencionado antcrionnentc, la principal función de los sistemas mitocondriales 
de transporte de Ca2' es la de regular la concentración de este ión dentro de la 
matriz. 

Dada la importancia que tiene el proceso de entrada de Ca2' a l:i 
mitocondria para la transducción de energía celular, es perfectamente 
justificable la caracterización cinética así como la purificación de la proteína 
responsable dé' este sistema de transporte, con el fin de entender su 
funcionamiento y regulación. 
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Caractcristicas del si~_ema.dc gplaciiin de C:¡ii mitocondrial 

Vasington y Murphy ( 1962) descubrieron que la mitocondria es capaz de 
acumular Ca2 +. La captación d.: Ca2' está asociada a la respiración y a b 
hidrólisis de A TP, pudiendose captar este catión incluso en centra de su 
gradientt:. En presencia de Pi y ADP la mitocondria es capal'. de acurnul:lr hasta 
3 ¡1mol de Ca2' por mg de proteína {Scarpa y A:aone. 1'170) y dchido a esto se 
dcd4io que era un proceso activo {Chance, 1965). Sin embargo, inhihidorcs d.: la 
cadena respiratoria inhiben la entrada de Ca2' inducida por sustratos oxidables. 
mientras .¡ue en presencia de A TP el transporte es inhih1do por oligo111icina. un 
inhibidor de la ATl'asa mitocondrial {Lcllningcr y cols., 1967). Aún 111ás. el 
transporte de Ca2' tambi~n puede ser promovido por la salida de K' imlucida 
por valmumicina (Scarpa y Azzonc. 1970). Todas estas evidencias indican que la 
entrada de Ca2• depende de la energía del potencial tnmsmcrnbranaL es decir. 
el mecanismo de entrada de Ca2+ a la rnimcondria es un proceso sccundari•.: 
dependiente de la rcspirac.:1ún o de la hidrólisis del ATI'. 

Las mirocundrias de todos los vertebrados y de muchos inve11ebrados 
estudiadas son capaces de transportar Ca2' (llygravc. 1977: Lclmi11gc1 y cok. 
1967), mani!Cstándose este trnnsporte en ciertas especies desde !:is etapas 
embrionarias (llygraw y Ash. 1977). En condiciones cercanas a las fisiolúgicas la 
cantidad de Ca2' que se acumula es mucho nwnor a 3 ¡1M/mg; alredcd,•r de 'iO 

nmol de Ca2' /mg en ausencia de l'i. o de 100-200 nmol/mg con Pi. Fn esta.; 
condiciones las funciones mitocondrialcs no se alteran {Sla1c1 y dda11<1. l'".l. 

llricrlc}· y cuis .• 1%4). 

Varios cationes son transportados a la nwtriz milocondrial :ipar c·nlt'n1cntc 
a travcs del mismo acarreador. La selectividad de este transpon1· es Ja 
siguiente: Ca2+>Sr2·1>>Mn2+>Ba2+ (Drahoia ycols .. 1969; Vainio' col' 1•r.1 l<.cc.I 

y llygravc. 1974), además son transportados Fe, f'h y lantánidos (!'"'"''"y mi .. 
IQ85; Rccd} lly¡ua\'c, J974b; Vainio y mi, .• J97UJ En mitornndria, d~ co1a/11r1. l'i 
tnmsporte de Mg2' ocurre por un transportador diferente al acarreador dL C;12 · 
(llricrlcy y cols .• JQ87; Crumpton y cols .• IQ76; Di\\1111. 1987) nucntr:i.; que en eerd11" 
e higado los inhibidorcs del transporte de Ca2' inhiben tamh1én el tr:111sp,1rtt: dt· 
Mg2• (Rugohi y Zoccarato, 1984; Kuu. 19701 Aún cuando el transportador de C~2 · 

tiene baja acuv1dad de transporte de 1\!g2' (Chapcll y mis., l'l<l.l. \"ain111 y"""· 
1970). In completa exclusión del transporte de Mg2' a 1ra1cs dd acarreador de 
Ca2' parece ser tejido especifica. 



La entrada de Ca2+ es reversible en presencia de desacoplantes. Esto es 
más fácil de demostrar utilizando Sr2+ o Mn2+ en vez de Ca2+: 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 rápida 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 efectúa en intercambio con 
algún otro ión (Lchninger y cols .. 1967: Rottenberg y Scarpa, 1974: Scarpa y Azzonc, 
1970). La entrada de Ca2+ a la mitocondria ocWTe a favor su gradiente 
electroquímico, como se esperaría para un wtiportador, siguiendo la relación 

donde ~µcaz+ es el potencial electroquímico transmembranal de Ca2+, R es la 
constante de los gases, T es la temperatura, [Ca2+]f es la concentración de 
Ca2+ fuera de la mitocondria, [Ca2+Jd es la concentración de Ca2+ dentro de la 
mitocondria, Fes la constante de Faraday, y q>fY cpd corresponden al potencial 
eléctrico transmembranal fuera y dentro de la mitocondria respectivamente. 

A. Características cinéticas del uniportador mitocondrial de Ca2' 

El estudio cinético del transporte de Ca2+ debe tomar en cuenta tanto la 
concentración de Ca2+ como el potencial transmembranal. Esto implica un 
problema metodológico, ya que en presencia de concentraciones micromolares 
de Ca2+ la velocidad de transporte puede ser lo suficientemente elevada como 
para competir con el transporte de protones generado por Ja cadena 
respiratoria, Jo que disminuye el potencial transmembranal de 200 a 150 m V. 
Por tanto, las velocidades de transporte de Ca2, registradas ¡1 diversas 
co)lcentraciones del ión resultan menores que en condiciones de potencial 
constante. 

El uniportador de Ca2+ presenta alta afinidad por este cauon. La 
concentración de Ca2' a la cuál se obtiene la mitad de Ja velocidad máxima 
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(Ko.s) se ha report3do entre 1-189 µM (Ákcmian, 1977h; Crompton y col'- 1976: 

Hutson, J 977; Pfeilfer y cols., l 97ó; Vinogradov y Scarpa, 1973 ). Los valores de 
velocidad máxima (Vmax) en mitocondrias de hígado oscilan entre 700 y l 200 
nmol/ min mg (Bragadin y cols., 1979; llutson y cuis., 1976; Vhmgradov y cols., 1972)~ 
mientras que en mitocondrias de corazón tienen un valor entre 400 y 1 170 nmol 
/ min mg (McMillin-Wood y cols., 1980; Verccsi y cols., 1978). Generalmente se dice 
que el transporte es mayor en hígado que en corazón, pero la velocidad más 
alta que se ha reportado se midió en milocondrias de corazón de perro: 1750 

nmol/min/mg (McMillin-Wood y cols., 1980). Por otro lado, aún los valores m:ís 
altos de velocidad reportados resultan subestimados, ya que la velocidad c5 

limitada por el transporte de electrones. 

Algunos autores encuentran una dependencia sigmoidal con respecto a la 
concentración de Ca2+, con un coeficiente de llill que varia entre 1.7 y :?. 
(IJragadin y cols. 1979; llygrn,·c y cols.. 1971; Hcaton y Nicholls. 1976; llu1su11 y cols .. 
1976; Rccd y llygrave, 1975; Scarpa y Grau.iotti, 1973; VinograJo\• y Scnrpa, 1973). Sin 
embargo, otros autores no observan este foncimeno, o mencionan que depende 
de la temperatura o de la füerza iúnica del medio, así como de la presencia de 
Mg2•· u otras condiciones (Ákcrman. 1977h; Akcm~111, 1977; llragndin )' cots, 1979: 

Crompton y cols., 1976). Una alta concentración de iones impcnneables como 
Mg2+ o Li2+ o bajas temperaturas incrementan la sigmoidicidad del proceso 
(llra~adin y cols .. 1979). Además, como se necesita estimar el valor dL' Vmax para 
calcular el coeficiente de l lill, tampoco estos valores son confo1hles. Pero se 
puede considerar, en general. que el mejor estimado del coeficiente de J lill está 
alrededor de 2. 

Un coelkientc de l lill de 2 indica que el Ca2+ se une al menos a dos 
sitios en el uniportador, que pueden ser ambos de transporte o hicn. unn de 
ellos de transporte y otro de regulación. Se ha descrito (Vinogrndm· } Scarpit. 
1973) que cuando se unen pequeñas cantidades de Ca2'-, la sigmoidiciJad dd 
transporte de Mn2·• se pierde y su \'elocidad aumenta. lo cual se expliL·a 
diciendo que el Ca2+ se une a un sitio de activación que aurrn:nta Ja velocidad 
de transporte de Mn2~. La velocidad de disociación de Ca2' de este sitio es 
lenta, comparada con la velocidad de transporte (Krtincr, l 98ó; Rilcy y Pfciflcr, 
1986). 



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

La dependencia del transporte de Ca2• a la temperatura puede utili7.arse 
para calcular la energía de activación del proceso si se construye una gráfica de 
Arrhenius (In de la velocidad contra l!f). Como la velocidad de detenninado 
proceso depende de su paso limitantc, es importante detenninar adecuadamente 
la naturaleza de este último. El proceso de transpone de Ca2+ debe comprender 
un paso de activación además de los pasos de asociación, transporte y 
liberación característicos de los acarreadores. Ya que la entrada de Ca2' 
depende de la formación de un potencial eléctrico transmcmbranal, este pudiera 
ser el pa:;o hmitantc del proceso. 

Ln un medio con sacarosa, utilizando succinato como sustrato, Akennan 
(19i7) calct1h1 una energía de activación de 40 k.l/mol, y Ja adición de 2 mM de 
Mg2; rcJu_¡i1 esta energía a 18 k.J/mol, mientras que la adición de 0.4 mM de 
cspcm1ina redujo casi a cero la energía de activación. Como el Mg2+ 
generalmente inhibe el transporte, esta disminución de la energía de activación 
parcccrh• anómala. sin embargo, esto puede reflejar la u~ión de Mg2+ al sitio 
activador. mientras que la inhibición se presentaría cuando el Mg2' se uniera al 
sitio 1.k 11 ansporte, inhibiendo de manera competitiva el transporte de Ca2+, :1ún 
cuando ·;ca o no transportado al otro lado de Ja membrana. Por su parte, el 
lanll111<>. que prohableme111e interactúe con el sitio activo, no tiene efecto 
s1g.nitir~ll\o sobre la energía de activación. En un medio que contenía potasio 
la cnergi:t de activación fue de 70 Jd/11101 (<21ºC) y ni el Mg2+ ni la csperrnina 
ahern:o11 significativamente este valor. En cuanto al pll, la velocidad de entrada 
de C:12' aume!lla dentro del intervalo de pll entre 7 y 8 (llca1011 y Nicholls. t976). 

C lnhih1t·irin de Ju entrada de Ca2 • 

Le" ml11h1dorcs del transporte de Ca2" pueden ser de cuatro tipos. Entre 
los inhihidorcs wrnpctitivos se encuentran iones que tambicn son transportados 
a través del uniportador, como el Sr2·. el Mn2·. el Ba2', el Fc2• y Jos 
lantárndos. Ex1sl« olro grupo de inh1hidores que esta formado por cationes 
como el Mg2 •. las poharninas. ) protom:s, que. a pe~ar de no ser transportados 
por el uniportador. 1nterlicren en el proceso de transporte de Ca2 • por uniún o 
apalllallamicnlo dc cargas El tercer grupo de inhihidorcs Jo componen 
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pohcalionc' como el mio de rutenio v la hexamina tic cobalto (Ta;!unukliamcdO\ 
ycnb .. 1•112¡. Estos inhihidorl'S son muy potcnt.:s y presentan una ba¡:1 const.mlc 
de inh1hicion (Ki). Finalmente, existen algunos agentes fomrncoló¡;1"''s c,11110 
los 11-bloqucadores ( Noack y Green: l 97 t), las g1rnnidinas (Davidnlf. l lJ7.t) y !<is 
d1wct:cos (úcmha. 1974) 4uc actÍlan como inhibidon:.'i del transpon" 1.k Ca2 · 

Debido a qm· la entrada de Ca2 1· es un proceso coopcrnllv:'. no es facil 
demostrar h inhihic1ón competitiva Por ejemplo, la ad1c1nn de Ca2' 
(Vino~radm· y Scarpa. 1973) o Pr2; (Vaino ~ cols., 1070) en los pr imcri·s instante~ 
del transporte de Mn2·+ camhia la cinética de transporte de una !(1n11,·. siplh1i1fal 
a um fonna hiperbólica, pero taml>ién ~stimula el proceso (Vi!•"BL"!.n· y """íJ1"· 
l<r'3: Vaino et al ICJ70). Esto deb1d11 pr•1bab\cmcnte a la ocur··'::/\11 de un sitio 
uct1\'adur pi:'r lt1~ tmii:s adie1nn:1d.1'l. Con10 !~lS Jant:lniJn;, ~·r..· !r.n~: purt:m nn:> 
lentamente a través <le! uniportatl·:r, pueden ser utib:•dt''· ... 1:1'.' in!1rh1<lorc> 
t.:omp·:tn1vo:-; cfccl:vos (Rcetl y B~,µ1an:. 197.th). De !th da!o-,. 1 '.,· 1:ddw.:1d11 dd 
transpllrtc .k Cal• se ha ralculadu que existe un 111:\\inw 1k li 1111: r>1n11l/mg de 
sit111~, Je tr.111sportc scnsihb; a l:1111ann en la membrana :nh:rn:t n11tocondrial 
(lle.:•.!: • .Ji~1nc, fJIH). Este dato rcprc,cllla un,1 de lo•; e'tim,HI·.··: :,,:1» cnn!íablcs 
del n!rn1cro de acarreadores Je Ca2 · en este organelo. 

!,a 111l:ihiciú11 del transporte Je Ca2·1 por Mg2 ', ,.,¡;•·:·::ilnwntc c1• 
1111t1>~011.!11as de· 1:or:11011 (\l:iinn y cul,. 1970) es parcialmcn!e re-. .-wd:1 p111 M11Z · 

(l\lbl1i1<·) ''""-· l'>H5) 1;1 cad11110 es nlro catiún que tnhibc rn11.,, .. 1.:tl\amc11h: d 
lranspw!c <k (.'32' (Cliaw1 y...,¡,. l'IX>). El efecto del t·admio ,., prc\c111d" poi 
hi p1c"\L"rh:1a d~ d111otrc1toL lo que mda:a que. así como eI Ca:!· .. ; .. ::1d11lio L'!ilta 

a la n111.ic¡111d11a e 111teract~1a con algun grupo sullidrilü en 1" 111, '"btan:i. d cid 

el:\ csrem;1al para la tr:.m~lcu;acwn dci Ca2 · (l'hil\c1 ·' í..'nl.~. l l)V,~ ! : _.~ .... 11' •l1a1111na. 

cspcrmm:i ~ cspcm11d111a. 111l11bcn el t1~111,portc de manera 'm11!.;c :il ivl¿>. u1P 

un:.i K¡ dl' 1 XO µrvl (.i\~~rn1a1L llJ77b. l.cn1t:11 ~ coh.. Jl/ll~) S1:1 i.:11nargu. :1 ha¡~i·-. 

conccntracmncs de Ca2 · d1d1as poliannnas act1\ an el tra11s11111t.: , Pll uru f~o ·' 
de ~O pM en vez de mhíb1rlo {l cn1c11 v ""''. IQ1121 1.a •nl11b1c·"'" 11º' \1g~ " 

poliannn:l.., pu..:dc ser ddHda la urnon Je c~IH!-> agcr1lt..:'.'i ~·-=• l..'.LJ th.·l :-.ll1.i dt· 
transporte o a electos de apantallanucntn de cargas. 

El 1nh1bidnr m:is 11tilm1J11 en el estudio del 1rampo11c de ( ·._,2 · 
1111tncondnal ha sido d pulu;alu·m rujo Je rulcmo tRo~:-.i ~ ..:ob. ¡e,-:-_;¡ un 1.:au~111 

hcxa\alcl\lc que tille 11111cop111Isac:in,!o~ (Cíustaf"m ) l'hil. 1%"1. El rt>Jl> 1.k 
rute1110 es capa1 de umrsc a sll1os dentro de proteinas a lus que se une tamh1é11 
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el Ca2' 1 Lull. 1'171 ), sm embargo, la inhibición que produce sobre el transporte 
de Ca2' es de tipo no competitiva (Recd y llygravc, 1974), con una Ki de 30 nM. 
Concentraciones 15-50 veces mayores que la Ki inhiben completamente el 
twnsportc de Ca2+. Además, debe tenerse mucho cuidado en estas 
dctenni11ac1ones, ya que el rojo de rutenio puede unirse al vidrio así como al 
pl:istiu1 y a otros componentes del medio como la albúmina. 

J>unticarión del uniportador mitocondrial de cai~ 

Se han hecho múltiples intentos por purificar el acarreador mitocondrial 
de Ca2• (Lclmingcr, 1971; Sottocasa y cols. 1971; Gómez-Puyou, 1972; Blondin. 11174: 

Carnfnli \ Sollocasa, 1974; Jcng y Shamoo. 1980; Moronova y cols, 1982; Ying y cuis. 
19'11 ). Sm embargo, es difícil hacer una evaluación inequívoca 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 se sintetizan las caracteristicas principales de los 
extractos mitocondriales asociados al uniportador de Ca2+. 

Después de los primeros estudios de transporte de Ca2+ en mitocondrias. 
Rcyn:1f:l~je y Lchninger (1969) describieron la existencia de dos tipos de sitios a 
los que puede unirse el r:a2+ dentro de la milocondria: Un sitio de baja 
afinidad, que puede unir hasla 40 nmol de Ca2+ /mg, y un sitio de alta afinidad 
que une hasta 1.2 nmol de Ca2+ /mg y se satura w1 50% en presencia de 0.025 
¡¡ M de Ca2 '. La unión de Ca2 1 es cxtren;adamente rápida y aparentemente 
indcpcndicnle de la temperatura. El Mn2+ y el Sr2+ también se unen a los sitios 
de alta afinidad, mientras que el Mg2+ y el K+ no lo hacen. Se observó que 
p:irticul:1s sonicadas y preparaciones de membrana interna conservan los sitios 
;k un1ú11 J.: alta afinidad, pero queestos se pierden en mitocondrias lisadas con 

ag,ua " tr;lladas con detergente. Todos estos resultados no permite distinguir 
entrt• el proceso de unión y el de transporte debido a la naluraleza del ensayo 
utilizado por estos aulores para evaluar la unión de Ca2 ·, asi que muy 
probablemente lo que se ohser\'ó fue la entrada de Ca2+, ya que el proceso era 
'cnsihile a dcsacoplantes. 



Tabla 2. Preparaciones asociadas al uniponador rnirocondrial de Cal ... 

ALTORES 1 METODODE ¡smosoEI ! "'UMERO l '"'HIBI· ¡ CONTENIDO DE 1 1 POR CENT AJE DE 
PREPARACIOS PEGADO Kd DE DORES CARBOl!IDRATOSY TRA.'ISPORTEDE LAPROTEINA 

DE ALTA 1 CO~IPO~'E DE LA LIPIDOS Ca'' 1 MITOCONDRIAL 
AfJ,¡JDAD! 1 ~TES tr.ilÓ~ 

ACa2-+ 
4o.4S nmolts de 

48-70 Un3pro1:cinJ he,osaminas por mg. 
Goniez-PlJyou y j Choq"' osmo11co con agoa I nmol.,.'mg. 074•M prominente Lal ... 0.8mgde 1 :-.:o e..-:i!UJdo 1 0.5·1"ó 

cols. l'>n deslll.ub y prec1pitac1on con enSJ~ado ~67!c0a)' fOJOde c-.ubohzdratos /mg. 1 
IO"o de sulf.node amonio pord13l1S1s 4band.ls ru1en10 nmol de acido 

en menores s1alico.'mg.90o 
eauihbno nJlomos de fos:íatOlmg 

7~ 5. 7 µg.'mg de atido 
Sortocasa) cols • { Choque osmouco en nmoles/mg IOOn:\f l!naprore1na La'"'". "ahco, 18 J¡glmg de 1 Ba;a la ..s1gencia de 1 O.S-1% 

Jlll! s0Juc1on ~ fosfatos o evalu;ldo de42k0a ?OJO de he,osam1nas y lJ b1capas en pte:Sencta 

tratamiento con pordtahs1s rutemo µg/mg de az.ucares de ca:-+ 
~·odosahcila10 de litio .. neutras JoO µg.img de 

Electroforesis meo..1ranva Mnihbno íosfohiiidos 
Tratanuenlo con F\1 .\., Tr:iruportacationes 

Blondin. 1974 1 c'tracc1on con ace:ona So No Noa'aluado No ~OC\-"aJuado mesper1ficamente, se 
amomo, ír3'"C1onam1ento en e..-aluado e\-aluado e\.aluado eo.'alOO por ens.1)1lli de 1 Noeo1·ahtado 

s1!1ca.!aJumma hinchamiento 
E'trae ca~~ de una 

Solubrlizacion con 0.Jº·• de 170 No ~o coritiene lip1dos m fase organica. 
Jenr.~· cofs. IQ7S \ deso"cofaro )" J ~1 dC' l\CI nmol'mg Q 5 µ.\f Unaprote1na e\.aluado cal"b:Jhidratos 1nh1bido por «>JO de j 0.3% 

Sql.lrac1on en sephad~' G· E\aluado clelkDa rutcmo, L¡i1 .. y 

50 1 porpeg;ido ck•pendJente ~un 

de:¡,~=·. gr.idien1ede pH 

,:; 
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Transporta 260 nmol 
de Ca.'mg en 30 min 

So!umhr.K•on ron 1 2" ele 1 1 1 1 1 1 a -.~culas lipidicas, 
Zazueta y rols • colato. separ.te\ón en No No Gran No NoC'\'3luado inhibido por rojo ele 1 No evaluado 

1"91 l gradiente ~isrontmuo de 30- n"afuado e\'aluado canridadd de C'\'3lu.'1do rutenio y dependiente 
400,o de ghcerol componentes del poUDaa1 

lransmembranal, 
inhibido pcw Mg con 

KO.S ele 29.2 mM 
Transporta 88 nmol 

c1ecr·1mgmin, 
Solumhzac1ón eon 1 2•, ele ¡ No ¡ No , .6,pro<1mada 1 O 6S~ 1 No evaluado 1 sensoblearojocle 

Zazueta y cols. 1994 I colato, prec:rpslxion con I C\'<lluado j e\'31113do mente 10 µmol rutenio y dependi.etue 1 1.5~· 

Q()O • de sulfato de amonio compooentes Pl'mg de un po1enaal 
transmembrana! 

Evaluado tambien en 
faseoréica. 

Transp:ma 1194 

Solubd•"1C•ón ron 1 2•, ele 1 No 1 No 1 Apro<imada 1 No 1 No evaluado 
1 nmdcle 

1 o 093~~ 
Zazum y cols. ¡ colato. prCC1pitac1ór. con n&lluado C\illuado mente 10 el'3!uado ('al•/mg/5min 

'""" QQO:º de sulfato de amomo, componentes sensible a ni;o .de 
e11:tracc1ón orPmca rutenio y dependiente 

cleunpalellcial 

.......... -

¡: 



Este trabajo Solub1hz.aci.On con 1 2% de 
colaro, precip1tactón con 

90% de sulfato de amonio. 
crom;nogr.if'ía en 
concana\'3.hna A 

No 
O\>IUJdo 

No 

evaluado 

Una 
glícoproecma 

dcJ6 
kDayJ 

c:.rnponemes 
mcnO<eS 

No 1 1~··"""""'· 
e'Valuado estructura glicmidic:a 

olí-bajo 
contenido de ácido 

stilico 

T,_IOOnmol 
ca1~Jmin mga 

vcsirulas cargados 
con f.ua 2, inh,bi.do 
porrojodenatenio 
conunaK,,5 de 

16.ll nM.porl.a" 

'"'"""'"'·'de 1.91 
jil>I, y inbibiclo por 
espermina con UR3 

t;,,5 de lolOnM 

0.011% 

;;; 
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La c.xistcncin de los sirios <le :1lt;1 afinidad ha sido cues!i,inada ¡wr 
Ackcnnan y cols. ( l<i74J. quienes ohsl."rvaron la <lcsap;1rición dc clici .. i:; :;111os al 
prcmcuhar a las milocondrias con antimicina o ll<.)NO. Aun as1 C>:hk 

suficicnlc evidencia de la existencia de un acarreador mitocondri:ii ¡iar:1 ('al· 

l:stas t!videncias pue1kn r~sumir~c en dos: 

1 .- El transpone de C'a2 · e~ inhibido por muy bajas co11..:cntrac1011~s de 
lantano (0.08 nmol/mg). o de rojo de rutenio (0.-l nrn.11/mg) (~kh 1%9: Moorc. 
l<l71 I: ahajas concentraciones estos inhihidn1cs no inhiben l:i r.-,¡¡ir:iciiin 111 d 
transporte de algún otro sustrato :\mhn'> inlllbidorcs se unen C"ll .:ha ::!!1111.hd 
(Kd • IJ.Ol ¡1M) y mucha c'pccil1cidud (0.08 nnrnl/mg) (Vasi11wo11' c.•ls .. 1"~2. 

Rcc,I y llygravc. 197·1). 

2.- El transpone de Ca2• al mtcrior ele b 111itncon<.!n:1 .:xibc u11 
componarnicnto cinético 1;aractc1 ist1co Je una molccul:i tr:msponadora 

si¡m1oi<licidaJ, saturabilidad. alla alírnd:1d por su sustrato. y <le 1 a 2 silio' 
activo~; (\'inogrmJov y ScaqJ:J, f•l7.1J 

,.\ Los primeros intento; 

El trabajo de Rcynarar_¡c y Lclminger ( 1%<1) mcnci<maJ(l en la scccwn 
anterior sugcri;i que el uniportad11r de Ca2• podría ser aisla<ln rn ti·rnia soil1lik: 

:isi que poskmmncnlc estos :1u1nrcs separaron una fr:1<.:•;1011 a prll1 <k 
mirocondrias expuestas a dHH¡uc osm1lt1t.:o (Lchninµcr. JtJ~J} Lsta fra...:c1ú11 

rnnticne lanlo sitios de alta afinidad ( 1 . .J7 1111101/mg de protc111a 1111l<>1.:011dri:il l. 
como sil1os de baja ali111Jad ( f.\.l mn11i.1111g de prolcina ll'''""''".Jr1:1I¡ la 
conslanlt' de Jisoci;1ciú11 del srti,1 Je al1a aliniJad e:, un ;·· .. ,. ,,.,,., ,,,. a l:i 
cm1sla11te calculada para 111íloc1111do:1s cnmpldas 

1.a uníú11 de ( ·a2• a cs1a fracnon no es mht1>1d:r po: • ' > 
. \. j ~ 

mM dr Ca:! 1. coru:cntrarion a L.1 qul.' tambtcn e~ inh1i1ida ;. ,:..: !1~¡¡.1 

atlniJaU) 111 pur dcsm;oplante.'\. AdL·nia~. la" constantes l:1:'-·ul.:.i .. f' .. ·:n1:11ll'Cl~n 

malt.:radas al variar la cant1J:1d de rwtcma. In que i11tl1c:i ,p:. "' , .... · •:"' Je 
11111im no es coopcrali\n S<· cspl'<'t1J,, qu" d pc>u lllokcuL .>.: '·' f',Jr11n1/a 

rcsponsublc dt: la unión dchia c.\l'c'l.kr lu., ISO l;IJa. 'ªque,,,¡,, ··:::i:,!;i,la c·t· 

una columna de St:phadc\ ( 1-::!ll(J. y nn por c:olumn:h Je S<·pll:1o; '·-1 !fl)" < i-

50 
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Gómez-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 osmótico con 4 mglml 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 separación 
por cromatografia resultó especialmente dificil debido a que todas las proteínas 
de la preparación presentaban aproximadamente el mismo radio de Stokcs. Con 
el tratamiento con sulfato de amonio obtuvieron un material insoluble que tiene 
actividad de unión a Ca2+. Con respecto a la proteína inicial se calculó que el 
factor de unión a Ca2+ fué purificado de 50 a 100 veces. 

El factor contiene tanto sitios de baja afinidad (Kd = 500 µM y un número de 
silios de 900 nmol/mg de proteína mitocondrial), como sitios de alta afimdad 
(48-70 nmol/mg de proteína mitocondrial); cuya actividad de unión no es 
inhibida por desacoplantcs ni por inhibidorcs de la respiración. Se compone de 
una proteína predominante de 67 kDa y 4 proteínas menores . Este extracto se 
convirtió en insoluble después de la diálisis, lo que impidió la posterior 
purificación del factor, por tanto se procedió a analizar la composición de csla 
preparación (tabla 2). Su contenido de ácido siálico (1-1.2 nmol de ácido 
siálico por mg) corresponde al 0.2-2% de los sitios de unión de Ca2+, por lo 
que se especuló que el ácido siálico no interviene en el proceso de unión a 
Ca2+. 

Esta preparación, como muchas otras descritas aquí no fueron incorporadas a 
vesículas o bicapas lipídicas para evaluar su capacidad ionoforética para Ca2+, 
y por tanto no puede establecerse su relación con el proceso de transporte de 
Ca2+ mitoeondrial. Sin embargo, esta preparación en particular constituyó la 
primera sugerencia de la presencia de grupos carbohidratos como componentes 
del sistema uniportador de Ca2+ . 

B. Evidencia de la presencia de glicoprotcínas en la mitocondria 

Moore ( 1971) sugirió que la insoluhílidad del factor aislado por Lehningcr 
era indicati\'o de que este extracto contenía pequeños fragmentos 
mitocondrialcs que precipitan a bajas concentraciones de sal, prohahlementc 
fragmentos que contienen grupos carbohidratos. Este mismo autor, conociendo 
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la observación hecha por Bondarcff ( l 970) de que la mitocondria ~e tiñen por el 

colorante para mucopolisacáridos rojo de rutenio (Gusl3fson y Pihl. 1%7; Lull, 

1965), y sabiendo <1uc los grupos sulfato y carboxilos de los mucopolisucáridos 
son buenos candidatos para unir Ca2+. estudió el efecto de este colorante en la 
unión y transporte de Ca2+. El rojo de rutenio a una concentración de 12 µM 

impide que el Ca2+ estimule la respiración, sin inhibir la estimulación de la 

respiración inducida por ADP o valinomici11a. La curva de inhibición del 
transporte de Ca2i por rojo de rntcnio muestra 2 pendientes, y la efectividad 
del inhibidor es mucho mayor por arriba de 24 µM. Con esto se pudo calcular 

que se unen aproximadamcmc 0.35 nnwl de rojo de rutenio por mg <le prolcína, 

lo que representa el 25-30% del valor estimado por Lehninger (1969) para sitios 

de unión de alta afinidad (l .2 nmol/mg). Dichos estudios de inhibición, aunados 
a las evidencias de pegado de Ca24 de alta afinidad (ver sección anterior) 

establecen de manera incq11ivoct1 que Ja molécula responsable de la captación 
de Ca2+ en mitocondrias l'S una proteína. El trabajo úc Moorc (1971) 

sugiere aúeniús que el transpClrt~dor mitocondriul de Ca2 • es de naturaleza 

glicoprotcica. 

La presencia de glicoprotcinas en la mitocondria ha sido evidenciada por 

de Bemard y cols. (1971) quienes encontraron que aproximadamente el 80% del 
material que contiene grupos carbohidratos en la rnitocondria se libera en forma 
soluble y que las membranas externa e interna también contienen carbohidrntos 

(tabla 3). Estos carbohidratos cst{m probablemente asociados a 
macromoléculas. 

Tabla 3. Co111cnitlo úc carbohidra1os en los companimcnlos mi1oco11driaks segun Je 
flcmard y cols. ( 1971) 

membrana inrcnia 

membrana cx:[cma 

miroconüria comp1cta 

he:\;osarnina 

135 

263 

168 

umol!mg 

ácido si.11ico 
11 

40 

19 

Bosmann y Manin ( 1969), conociendo la presencia de glicoproteinas en 
la mitocondria (llnmngrnbcr y llrn\\11, 1%3: 1964), investigaron la capacidad de la 
mitocondria para incorporar rnonosacáridos a proteinas, encontrando que las 

mitocondrias aisladas son capaces de incorporar monosacáridos (fructosa, 
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manosa, glucosa y galactosa, pero no xilosa) a partir de carbohidratos unidos a 
nucleotidos difosfatados, proceso para el cuál no es necesario que la 
mitocondria se encuentre íntegra. Los monosacáridos así incorporados se 
localizan en la membrana interna mtocondrial, en el mismo compartimento en el 
que ~e observó la incorporación de leucina; por esto se concluyó que la 
mitocondria es capaz de sintetizar glicoproteínas e incorporarlas en su 
membrana interna. Se sabe también que tanto la membrana interna como la 
externa de la mitocondria contienen distintos sistemas de síntesis de N­
glicoconjugados a través de la vía de dolicolpirofosfato (le\Tal y cols., 1989). L:i 
membrana interna además es capaz de transferir azúcares unidos a nucleótido~ 
a accptores proteicos (Levrat y cols, 1990). 

C Purificación de una glicoproteína mitocondrial asociada a movimiento~ Je 
Ca2+ 

Los trabajos de Moore (1971), de Bemard y cols. (1971) y Bosmann y 
Manin ( 1969) dirigieron los esfuerzos de algunos grupos hacia la búsqueda de 
una glicoproteína como el uniportador mitocondrial de Ca2+. Entre estos 
grupos se encuentra el de Sottocasa (Sottocasa y cols., 1971) quienes describieron 
la purificación de una glicoproteína localizada en el espacio intermemhranal 
(tabla 2). En ese trabajo se recuperó una fracción soluble (se calculó que el 
30% de la proteina mitocondrial es liberada después de un proceso de 
hinchamiento) que contenía una serie de proteínas las cuales fueron detectadas 
en un gel de poliacrilamida. Entre las proteínas obtenidas destaca una banda Je 
51 kDa correspondiente al 20% de la proteína del extracto acuoso. Dicha 
proteína reaccióna positivamente con el 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 relación con el uniportador de Ca2+, la cantidad de 
glicoprn•.dna así ohlenida contrasta claramente con el número de acarreadores 
calculados por Recd y Bygravc ( 1972b). 

Posteriom1ente se detcnninó que la banda prominente de S 1 kDa cstú 
compuesta por varias proteinas. incluyendo a una glicoprotcina Esta ultima fue 
separada por un sistema combinado de clectroforésis preparativa, y sus 
propiedades más importantes se resumen en la tabla 2. La glicoprotcina puede 
ser purilicada tamhicn sometiendo a las mitocondnns a un proceso de 
sonicacii>n, esto hizo suponer a Sottocasa y cuis. ( 19711 que su locali1ación 
dentro de la mitocondria se distribuye enlre la membrana interna y el espacio 
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intcnnembranal, o bien que se encuentra expuesta en la cara interna de ht 
membrana interna mit<>condrial. 

Con el fin de purificar una mayor cantidad de glicoproteína se utilizaron 
para su preparación mitocondrias de higado de bovino (Souocasa y cols.. 1972), 

calculandose un peso molecular de 42 kDa. La glicoproteína 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: el componente de alta afinidad w1e hast<t T2 mnol Ca2 1 /mg 
mientras que el de baja afinidad une hastn 600 nmol de Ca2 1/mg nm una 
constante de disociación de 10 ¡1M. Lo~ inhibidores de la respiración 
mitocondrial así como los desacoplantcs no afectan el proceso de unión de 
Ca2·• a esta preparación. Ya que d peso molecular de la glicoprotcína es de 4:! 
k.J)a, se calculó que un mol de prolcina 1:nc aproximadamente 3 moles de Ca2' 
con gran afinidad. Por otro lado, la i:;licoproteína aislada corresponde al O .5-1 'Y., 
de la proteína mitocnndrial total, y por tanto constituiría toda la capacidad de la 
mitocondria para umr Ca2' con alta afinidad. 

Para establecer si la glicnproteína part1c1pa en lo5 movimientos 
mitocondriales de Ca2+ se efectuaron varios ensayos diferentes. !Jno Je estos 
estudios incluyó la inco~poracicín .de la glicoproteína aislada por SottoLasa y 

cuis. (t972) a bicapas lirídicas. Se encontró de esta manera que la glirnprotcína 
produce una disminución notable de la resistencia eléctrica, pew sólo en 
presencia de Ca2 •, y qui: este <'fcclo es sensible a rojo de rutcnio ( l'rc:.1ipi11u v 
cnls.. J'l74t. 

Por su parte, Sandri y cols. ( 197<>) encontraron quc la liberación d~ la 
glieoprotcína disminuye a medida que disminuye la salidJ de Ca2 ·, ' 
estudiaron la liberación de la glicoproteina hacia el medio. despué' de ~orm:tcr 
a las mitocondrias a choque osmótico La cantidad de glicoproteína liherad:i fu<' 
estimada por medidas dcnsitométricas en geles de roliacrilamida ,. se encontrn 
que la cantidad dc prutcirm liberada en ausencia de Ca2 • era el doble de la 
libt•r:1da en presencia del catiún. Además. el EDTA. un quclantc de catmnes 
(m:is especifico para Mg2· ), es capaz de extrner tmnbicn a la glicoprntcina Sm 
embargo, el EGTA. que es un quelantc más cspccilico para Ca2 · no fuc capa? 
de liberar a la gli~oproteina. Por lo anterior estos autores atribuyen al f\'Jg!· un 
p~tpel en la asociación de la ghcnprotcma a la membrana. 
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Parte de la glicoproteína aislada por Sottocasa y cols. (1972) y también 
por otros (Carafoli y cols., 1972; Carafoli y cols., 1973) es solubilizada fácilmente en 
medio acuoso por choque hipotónico; mientras que otra parte requiere de 
extracción con iodosalicilato de litio (Marchesi y Andrcws. 1971 ). En cuanto a los 
ensayos de liberación de la glicoproteína. ambas preparaciones son similares en 
composición pero presentan diferente grado de liberación de la membrana, lo 
que puede deberse a un diferente contenido de fosfolipidos. 

En presencia de Ca2+ y Mg2+ e inhibidores de la respiracron, las 
membranas pueden asociar una cantidad considerable de la glicoproteína, lo 
que indica que el fenómeno de asociación a la membrana es reversible y 
controlado por la presencia de los cationes. Por otro lado, en condiciones en las 
que se produce el transporte de Ca2+. la cantidad de glicoproteína en el espacio 
imen11embranal disminuye. Asi, estos autores concluyen que la glicoprotcina 
actúa como un acarreador móvil, y que se asocia a la membrana sólo en 
presencia de Ca2+, lo cuál además coincide con observaciones anteriores 
hechas por otros grupos (Girlcr y Monral 1972). 

Gómez-Puyou y cols. (1972) hicieron una comparación entre el factor 
insoluble aislado por ellos y la fracción soluble obtenida por Sottocasa y cols. 
( 1972), los aspectos más importantes de dicha equiparación se pueden resumir 
como sigue: 

1. Ambos factores presentan sitios de unión de Ca2+ de alta y baja afinidad. La 
constante de disociación del componente de alta afinidad es 0.75-4 µM para 
el factor insoluble. y 0.1 i1M para la glicoproteina soluble. El número de 
sitios de alta afinidad oscila entre 48 y 60 nmol/mg para el factor insoluble, 
y está alrededor de 70 nmol/mg para la glicoprotcina soluble. 

2. Ambos factores conlicnen fosfolipidus y cantidades apreciables de 
carbuhidratos. 

3. Ambas preparaciones se componen de una banda prominente detectada en 
un gel de poliacrilamida. pero ésta~ dilieren en su peso molecular. La 
glicoproteína soluble tiene una masa molecular de 42 kDa, mientras que el 
factor insoluble pesa aproximadamente 67 kDa. 
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4. Ambas preparaciones representan entre el 0.5 y el 1 % de la proteína total de 

las mitocondrias. 

Es posible que la glicoprotcina aislada por Sottocasa ( 1972) provenga de 
un compartimenlo mitocondrial distinto al de la fracción aislada por Gómcz­

l'uyou y cols (1972), ya que este último fue obtenido de extracciones con agua 
destilada, lo que elimina wia cantidad considerable de proteínas de la matriz 

mitocondrial. así como proteínas membranales que se toman insolubles en 

soluciones salinas diluidas. Puede ser también que el factor insoluble sea una 
forma agregada o de~naturalizada del extracto obtenido por Sottocasa y cols 

(1972). 

D. Otras proteínas asociadas con el uniportador 

Algunns otros autores tratai un <l~ purificar al uniportador de Ca2'. s111 

buscar específicamente a una glieoprotcina. Blondin ( ¡ 97.1) por ejemplo, 
afirmaba que el comportamiento del uniportador correspondía al <le un 

acam:adur móvil del tipo de los ionóforos, y por tanto soluble en la mcmhrana 

mitocondrial. Su estrategia de purilicación consistió enlonces en ulilizar un 
agente que afectara la as,iciaeión dd uniportador a la memhrana; este factor li1~ 

el 11ll'reurio. que se sabe afecta los tlujos de Ca24 en mitocondria. Suponicndn 

que este agente se pegaria cspcdlicamentc al uniporta<lor, Blondin ( l "7 ll 
smnetiú a las mitoeondrias a un tratanuento con tluororner-:uriaeetato, ) 

posterionncntc las delipidú con una mezcla de acctona:amonio. Obtuvo 53 mg 

de extracto por mg de proteína mitncondrial, este extracto cr.1 soluhk en 
cloroformo y fué somclido a fraccionamiento cromatográfico. s,, cm:ontrú en 

una de las fracciones propiedades mnoforéticas para Mg2 · (tabla 2). Sm 

embargo, el ensayo de hinchamiento utilizado parn evaluar h1 relación Je cs1·.1 

preparación con el transpnrte Je Ca2' no es una meuida rnnfiablc de las 

propiedades 10noti.irét1cas de la fracción, además <le que muy rruhabkmcnk '~ 
presentaron artificios debidos al uso de solventes orgánicos. 

Jeng y cuis. ( 1'178) realizaron el primer trabajo <le purilicacié>n <ld 

uniportador en el que se utilizú un detergente. Obtuvieron una fracción 
solubiliza<la con desoxicolato de sodio y separada posteriormente por medio d,· 

liltración en gel (tabla 2). Estos autores, bajo la suposición de que el J\Jn! · es 

un buen :111álog:1 del Ca2' para interactuar con el uniportador, evaluaron por la 

técnica de EPR la unión de Mn2• nn reemplazable pnr Mg2 · como un 
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indicativo de la presencia del uniportador de Ca2+ . De entre las fracciónes 
obtenidas después de la cromatografía de exclusión molecular, se encontró una 
con el mayor número de estos sitios de unión de Mn2t·; ésta contenía una 
proteína predominante de 3 kDa a la cual se le dio el nombre de "calciporina" 
debido a que presenta dos sitos de unión a Ca2+. El sitio de alta afinidad une 
hasta 170 nmol Ca2+/mg, (tomando una masa molecular de 3 kDa esta proteína 
une 0.5 moles de Ca2+ por mol de proteína) y otro de baja afinidad que une 
hasta 1.3 moles de Ca2;/mg con una constante de disocüición de 33 µM. La 
calciporina puede extraer Ca2+ de una fase orgánica, siendo más selectiva parn 
Ca2+ que para Sr2+, Mn2+ o Mg2+. Por otro lado, cuando se sometió a 
dclipidación no se encontraron ácidos grasos libres o hexosaminas asociadas a 
la proteina (Jcng y Shamoo. t980), además de conservar sus propieda,les 
ionoforéticas, pero con solamente un sitio de unión para Ca2 '; este último une 
1 mol de Ca2; por mol de calciporina con w1a constante de disociación de 5 2 
µM (Jeng y Sharnoo. l<J80h). 

Sokolove y Brcn1.a ( t983) demostrarían más tarde que las propiedades 
ionoforéticas de la calciporina son debidas a lípidos contaminantes, ya que al 
separarlos, éstos presentan la misma actividad de unión y transporte de Ca2+ 
que la preparaciún eomplctu. 

Se ha sugerido también que la subunidud 1 del complejo citocromo c 
oxidasa está involucruda en el proceso de transporte de caz; (Fry y Green, 1979), 
pero este transporte no es selectivo para Ca2+. 

E. La glicorprotcina aislada por el grupn de Mironova 

Algunos acarreadores mitocondriales se han podido purificar con simples 
separaciones pro1é1cas en base a su peso molecular, después de una 
solubili7.aciún con detergente o solventes orgánicos (\\'cihua y cols. 1992 ), y mas 
recientemente se han utilizado técnicas inmunolúgicas para identificar a dichos 
acam:adores. Mironova y col s. ( 1982), describieron Ja purificación de una 
glieoproteina m1tocondrial de 40 kDa y un péptido de 3 kDa (tabla 2) 
utilizando estas léc111cas. El método de purificación incluyó una separaciún de 
exclusión molecular en cromatografia en gel después de una extracción 
org¡inica con etanol. ~· la capacidad ionoforética de las fracciones obtenidas fué 
evaluada en b1capas planas en presencia de 12 mM de Ca2 •. Dos de las 
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fracciones fueron capaces de mediar el transporte de Ca2+. A partir de una de 

ellas se purificó una glicoproteína de 40 kDa, por clución de un gel de 
electroforesis, y de la otra fracción se purificó un péptido de 2 kDa por 

cromatografía de afinidad en una columna que une grupos sullidrilo (scfarosa 

48), este péptido es soluble en agua y en etanol. El tratamiento con acetona no 
separa al carbohidrato de la glicoproteína, lo que sí le ocurre a otras 

preparaciones (Panlili y cols., 1976), esto es indicativo de que la porción 
glicosidica se encuentra fuertemente unida a la proteína. Las glicoprotcínas 

purificadas por Panfili y cols. (1976), y Mironova y cols. (1982) contienen gran 
cantidad de aminoácidos ácidos, sin embargo la composición de aminoácidos 

entre estas dos preparaciones es notablemente distinta. 

La relación del aw11cnto en la co11ductancia de hicapas planas w11 

respecto a la cantidad de glicoproteína añadida tiene un comportan11cn10 
sigmoidal, lo que ocurre también en presencia del péptido de 3 kDa. El 
aumento en la conducti\'idad es selectivo para Ca2,; ni el K' el Na+ o el Mg2 • 

lo producen. Además, a cierta concentración de proteína ( 1-2 µg de péptido por 
mi, o 5-7 µg de glicoprotcína por ml), se producen variaciones en la corriente 

transmcmbranal. y estos autores (Mironovo y cols.. 1982) asocian dichas 

variaciones a la apertura y cierre de canales. El estado abierto de los canales 
varia entre 1 seg y decenas de minutos, mientras que los canales de 0.5-l.O 
nseg y los de 20 pS son sclccti\'os p:ir:t Ca2+. Esto último indica que los 
canales mayores son ;tgrcgados de los canales pequeños. En cuanto a la 

inhibición del proceso. el rn.10 de rutenio a una concentración entre 1 y 10 11M 

inhibe el aumento de la conductanci:1 inducido t:mto por la glicoproteína wmo 
por el péplldo. 

Dcspucs Je Jclip;dar a la glirnprolcina la capacidad ionoforética no 

ilism1nu,·ú. ni tampoco su sensibilidad al rojo de rutenio, sin emhargo, después 

de un tratamiento cor1 una proleasa. la actividad de la gla:t1proteina se penlici 
totalmente Por ¡11m l:tdn. reactm>s que ,,_. unen J grupu.> tiolcs como el 

llll'fCUnacclalO di: llunrcsccma o el mcn:unacetato ahatc11 I;, actividad tanlCl de 

la glicoprotl'ma cnmo del peptldo~ mientras qm: d ditiotrcitol restaura la 

actividad di: amlios factores La alta selectividad y efcct1v1dad de los ionóforos 
aislados e~ atnbuída a que el mctodo de purificación ckscrnn por Miro110\·a y 
cols { t<ISZ) el11ni11a el usn de detergentes, :1ge11tes caotrúp1co'. rcacti\'oS que 

reaccionan cnn g.1upos uolcs. as1 como <le enzimas protcolítica>. ya que dichos 

agentes dificultan la ohtenciún de una preparación actl\·a. l.:1s enzimas 
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proteolíticas incstabilizan a las proff:ínas, y los detergentes )' reactivos para 
grupos tiolcs inducen por ~i m1~mos transporte a través de las hie:1pas planas. 

Anticuerpos preparados contra Ja glicoprotcina inhiben el transporte de 
CaH en mitoplastos (Sa1i> y cols .. 1993) y 0.5 mM de espcrmina. un estimulador 
del transporte de Ca2' en mitocondrias ( Nicchilla y William,wn. 1 "84; Allshire y 

Satis, 1986; Kroncr, 1988) cvita en cierto grado dciha inhibición. Sin embargo. Jos 
anticuerpos, efectivos en el rcconocimeinto de Ja glicoprotcín:• aislada por 
Mironova y col s. ( 1982) no reaccionan 1:on la glicoproteiria purificadr. por 
Sottoc:1sa y col s. ( 1972), y no son ni {irgano, ni especie específicos (Dolgachova y 
Scarga, l<l84), adcnHÍS de que en una preparación de fibrohlastos reaccionan 
cspccificarncnk cnn ;111tt11.:ondri:is. 

Más tarde. d grupo Mrronova y cols. ( llíQ.I) puritidi ali,.; '"~" t:I péptido 
Je 2 kDa utiivando <.:ohrnmas de lioprnpil-scfarma. :wph.1d1:·, C-'ll v 111'1.C 
succsivamc11t<'· J-:1 p~plido fom1a canalc·; sdccti1lls parn ('a-.~• inhibiblc~ por 
rojo de nrtcmn as1 corno por tratamiento con prokinasa. Sin cmbart1••. en estos 
ensayos en hi.capas planas ~e ul!lizaron <:oncentracioncs d~ (';¡2 • rcLHivJmcntc 
alta, (en el rango mrl11nolar). por lo que no se puede saber qu0 lan especifica 
para Ca2 · '" csla preparación FI pép11do aislado por el gr11p" de 1\lrrnno1 a 
ta111bii.'11 f11c rccon,ll!wdo l'll d lllOlklo de protwliposonws c"n ·.•! cual s~ 

pucdi:n utrlrrar l'll!lrcn1racioncs dl' C:r2 · m11cho nwrnrcs. cakula1:d"'C una Km 
para Cal• .¡,. 20 11rv1. y una 150 para rotn de rutenio de ~-:1 11.\.i (/hou <i. 
Mirono\;J <i ~- {j:nlill K .. ¡qq3 Bioph~·..; J n-t i\XO. <líito!'o 110 puhli1.:atli'~' Ya que el 
pé¡llicl(l fue p11nticadn a p:rrtir de Ir• prq1aracrón glrrnproteina-pe¡itrd11. el grupo 
de tv1irOIHl\~! u~1irouma y cob.. IOtJ)) ~.ugi1il.) que el ur11portad1ll di: ( ;12· esta 

co11tcnidn l·n es1a úlrmw prcpara1.:ión y compn·n'k a 111.Js de un l:W!J;1:.1:1t.'nle 

P:..ira qu .. · ~e fonncn canalc.i,. el pi:p1a..fn l1ene que agr~~',)r:-.•.· 1.:;1 :11nh•.'-> 

lados de l;1 mcrnb1ar1;1. esto sugrcrc lflll' drcho canal esta formad11 I"" .1,"" 'll'" 

Uc los pt!!lfidn" de :::! kfJa. En cuanttt a i<J l'.1rac1daci de esla" p1 cp:~r·h.·~u:1~: .... p 11 .i 

unrr Ca2 ·. d cornplc10 glrcoprotci11a-pl'¡ll1do contiene sitim de a/la 1 i ... d ''·' ~ 
XJ0-0 Mi. 1· ba¡a afinidad (Kd -- 4 3 X 10-5 1\1) para Ca2· La ;rhcoprolc111a 
sólo conrrcnc los 'llios dt• alta afinidad: y se dcscono.:c que llfl" de 'll"'' <k 
unrún a l.'a2- se presentan en el pcp1iJo. pero se asurniú que cunucn.: a '''-' 
suios de ha.1a afinrdad (lllcslic'a y col.<. 1'18'1). idea que e;; apoyada pord hecho 
de que los cns:1.1 os de transporte l'Oll d pcptido necesitan mucho m•is l al· CfUL' 

los que se llevan a cabo con el rnmplc.10 glicoprotcina-pcptido 



26 

Se ha sugerido, debido a todo lo anterior que los sitios de baja afinidad 
están involucrados en el transporte fHappcl y Krall, 1979), mientras que los sitios 
de alta afinidad contenidos en la panc glicoprotéica están involucrados en el 
reconocimiento del Ca2' y, a pesar de los estudios antes mencionados, no 
puede afim1arse que la preparación de Mironova y su grupo ( 1984) sea el 
uniponador de Ca2 '·, ya que existe evidencia de c¡11c la glicoproteina es un 
contaminante citoplásmico; porque su secuencia amino terminal es muy similar 
a la de la proteína plasmáticaorosomucoide (Mironova y cols., 1994 ). 

Como se ha mencionado, la secuencia de aminoácidos de la glicoproteina 
parece corresponder a la ul-glicoproteina humana (orosomucoidc), sin 
embargo, aún permam:ce la conlroversia acerca de la idc11tidad de la 
prcparacion de Mironova y cols. ( 1982), ya que los anticuerpos preparados 
contra la glicoproteína reaccionan también contr:1 la orosom uwide. mientras 
que anticlll:rvos preparados contra la orosomucoide no inhiben el transpone de 
Ca2' ni reaccionan con mitocondrias fMiro110,·a y cob., 199~). Ad.:mús, en estos 
trabajos no se evaluó el transporte utili7~mdo unicamcntc a la glicoprotcína y 
por tanto tampoco se pudo hacer una comparación de éste transporte con la 
actividad del complejo glicoproteína-peptido así como con la actividad del 
p0ptido aislai.lo. 

F. La ohtención de un extracto con las propiedades ionofi.m':1ic·a5 <.kl 
uniportador 

J .a ii.lcntilícaciim inequivoca de alguna prcparaciún pwkic"' con d 
unipnrtador mitocondrial de Ca2' est:i necesariamente con,l:c:ipnada al 
desarrollo de técnicas confiables para la evaluación del transpon,, ,,k t ':1-' • J ,.,, 

tccnicas lluorométricas. asi como las técnicas isotópica:; cons111u,·en las 
melodologias más utilizadas para evaluar el transporte a \'CSletdas lipídica:, 
reconstituidas. Zazueta y cols. ( 1991 J han utilizado el sistema de vesículas 
reconstituidas crnluando la captación de 45Ca. El extracto obtenido por esto:; 
autores fZazucta y mis., 1991). después de soluhilizar panícula; 
suhmuocondrialcs con colato (tabla 2), media la acumulación de Ca2 · en Ja:. 
vesículas mediante un proceso dependiente de un potencial clectrm¡uirmco, e 
inhibiblc por rojo de rutenio. Las vesículas reconstituidas con el c;;tracto 
solubilizado con enlato transponaron 43 nmol de Ca2• /mg mm, lo que 
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corresponde al doble de las vesículas con citocromo c oxidasa sin extracto 
incorporado. En presencia de rojo de rutenio, dichas vesículas solo transportan 
30 nmol de Ca2-< /mg min, calculandose una Ki para rojo de rutenio de 3.5 µM 
a pH 7.0. Por otro lado, el potencial transmembranal en las vesículas, fué 
abatido por la entrada de Ca2'". 

En dicho trabajo también se hicieron separaciones de proteínas en un 
gradiente discontinuo de 20, 30, 40 y 50 % de glicerol, encontrandose fa 
actividad de transporte de Ca2-< en las fases de 30 y 40% de glicerol. Este 
método de purificación, sin embargo no resultó efectivo ya que la actividad 
especifica de las fracciones no se incrementa con respecto a la del extrac!O 
crudo. 

Es necesario mencionar también que vesículas con citocromo c oxida~a 
incorporada, sin ninguna otra proteína reconstituida son capaces de transportar 
di! 2-3 nmol de Ca2+ /mg de citocromo c oxidasa, de una manera dependiente 
de potencial transmembranal (Fry y Green, 1979; Rosier y Gunter, 1980; Rusier y cuis .. 
1981), sin embargo, este transporte no es sensible a rojo de rutenio (Rusier y 
Gunter, 1980; Zazueta y cuis., 1991 ). Las vesículas lipídicas utilizadas en el trabajo 
de Zazueta y cols. (1994) incorporan 40 µg de extracto crudo /mg de 
fosfolipido, y 20 µg de e.-.:tracto de 30% o 40% de glicerol/mg de fosfolipido 
(predominantemente proteínas entre 35-60 kDa de peso molecular); y de 
ensayos utilizando antopirilazo se pudo distinguir entre el proceso de union de 
Ca2 1 a las vesículas y el transporte del ión al interior de éstas. Se calculó una 
150 para Mg2' de 29.2 mM. Estas vesículas acumulan una cantidad similar de 
Sr2•, pero en un proceso menos sensible al rojo de rutenio. 

Posterionncntc, el grupo de Zazueta y cols. ( 1994) purificó aún más estos 
extractos mitocondriales h:1ciendo 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 el extracto precipitado con 50-90% de sulfato de amonio 
transporta 443 nmol de Ca2-< /mg/5 min, Jo que representa una purificación de 3 
veces, esta actividad desaparece si el extracto es hervido. La extracción 
orgánica de la fracción de 50-90%, de sulfato de amonio tiene una actividad 
mayor: 1l94 nmol de Ca2• I mg!S min. lo que representa una purificación de 8 
veces. También se probó el transporte a través de una fase orgánica, 
encontr:indose que es sensible a 5 µM de rojo de rntcnio. Los Jípidos 
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contenidos en la preparación no son capaces de mediar el transpone de Ca2• en 
este sistema. 

Se prepararon anticuerpos contra la fracción 1'90. Tanto fl,s anticuerpos 
control como los anticuerpos dirigidos contrn F90 inhiben el transporte de Ca2' 
en vesículas con citocromo c oxidasa y extracto mitocondrial incorporados. 
pero el transporte es la mitad utilizando Jos anticuerpos dirigi1!11s cornrn el 
extracto F90. En mitoplustos estos anticuerpos inhiben el trausportc de C'a2• 
pero no la respiración. Además, los anticuerpos no rccnn:H:cn rirotcina~ l'll 
inmunoréplicas tipo Western cuando se transfieren proteínas hervidas. 10 que 
indica que probablcmcnic el cpitope qur· reconoce sea conformacil>nal Estos 
anlicuerpos reconocen 2 bawlas de 75 y 20 kDa t.lnto en partículas 
subrnitocondrialcs corno en el l':,trncto FYO, por lo que fueron •!luidus de amba> 
porciones del gel. Los anticuerpos que reconocen a la proto:im rJc 75 kDa 
inhiben el transporte de Ca2' en un 40%, mi•:ntras qu.: iu·, qui· rcco111H:c1; J h 
proteína de 20 kDa inhiben en un 67% el transporte d.: C:i! •. Por lo :anto se 
concluyó que esta proteína de 20 kDa forma parte dd sistema uniport.idor ck 
Ca2+ mitocondrial. sin embargo, no se hicieron ensayos control utilizando 
anticuerpos contra alguna otra protcina de 20 küa, ácida o hidrofilica, para \W 

si éstos también son capaces ele inhi!ii1 el transporte de Ca2' r.lt: uri;i manera 
similar. 

Con el objetivo de purilicar el componente mitocondnal respm1,.ahk del 
transporte de Cu2•·. en este trahaJo se preparó la fracción activa tkscr11:i poi 
Zazucta y cols. (tQ94), ya que los estudios inmunológicos y de rccnmtit1Ki(1r1 de 
estas fracciones indican claramente su relación con el nniporta<lnr 111i1<1c.,ndrrnl 
de Ca2'. Ya que alguno de los compnncntes del sistema u11ipt>rtado1 ck Ca2 • 
pudiera estar glicosilado (Gó111a-l~1yn11 y mis .. 1•172; Sonoca.-. y cok (11~2. 

l\1iro1111\',1 y cols.. 1982). se buscaron componentes glicoprotcicos ut11iz;in,Jn la 
lcctina concanavalina A en una columna de afinidad. El ~istcnw c\pcrimcnrat 
utilizado para c1:1luar la capacidad de transporte de Ca2· de '"' fra-:cin:1c> 
obtenidas fue el modelo de vcsiculas hpidica; con el indicador l1uon::,ct•r1t1· 
para Ca2' fura 2 en su interior. bte sistema ha sido utilizado para C\alua~ 
transporte en la purificación de otros acarreadores rnitocondrialc; tWcil111a y 
cols .. 1992), y tiene la vcnt~ia de pcnrntir la detección de pcquclios n101·1m1cntn; 
de Ca2 ·.en ,·esiculas de gran vohimcn y con poca protcina rcconstnwd:1 



29 

Objetivo 

Purificar el componente mitocondrial responsable del transporte de Ca2+ 
a partir de la fracción obtenida por Zazucta y col s. ( t 994 ). 

Objetivos particulares: 

- Aislar una fracción glicoproteica del extracto obtenido por Zazueta y 
cols. (t99~) 

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

- Evaluar la acumulación de Ca2• mediada por las proteinas obtenidas, 
así como la sensibilidad del proceso a rojo de rutenio, lantano, y su 
dcpendcncm en un potencial transmembranal. 

- Caracterizar las fracciones obtemd;is por medio de clectroforésis, 
análisis de carhoh1drntos y análisis de mnino:icidos 
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Materiales y Métodos 

Los corazones de bovino fueron obtenidos frescos gracias a la colaboración del 
Sr. Alfonso Milo del mercado de Coyoacán de la Ciudad de México. E! 
mdicador fluorescente furu-2 fue olitcnido de Calbiochcm. Todos los demás 
reactivos fueron olitcnidos de SJ(iM1\ Chcm. Co . 

. ·\!'.'J:.11nicnto de l)}Ítllco11,Jri.:¡:;__iJ...~1~~- .,. Vallin. 1963): Oc 3 a 4 corazones de 
bllvmo fueron limpiados de gra>a ~ lc11do conectivo. La carne cortada en trozos 
pcqucilos fue molida en un prnccsaclnr de alimentos. Aproxim;idamcnte 200 g 
de carne molida >C añadieron " 1.' ! tk amortiguador STF (sacJ~usa 250 m\1, 
Tris-llCI pi! 7.3. EDT,\ 1 ml'v11 :- se lict:ú 3 veces durante 10 sc¡wndos cn uria 
licuadora Warmg Blendor modelo l'fl-:5 a velocidad baja. Dcspu.::., {k ai11.;rar d 
pi l de la suspensión a 7 .3 cnn ·;·ris sa1ur:1do. l:sta se filtró a trn·•~s d<: t111:1 gasa y 

se centrifugó a 2500 1pm durante: l ll min a -lºC en l'I rotor Sorvall OSA ( 1020 
X g). El precipitado se desechó, y el sobrenadantc s.:- centrifugii a 10000 rpm 
durante 1 O min a 4ºC en el mismo rotor ( 16319 X g). Las nmocondrias se 
cnontraron en el precipitado. y liicron rcsuspcndidas y ccntnlugadas 2 o 3 
vc¡·cs más ª!-'Tcgand11 mnortiguador STE. hasta que l'I sohr<'nadantc apareció 
claro. La concemrac1ón dc proteína se detenninó por el rnétodo dL' biurct, y la' 
mitornndrias se congelaron :• -70"C hasta la preparación ck las partirnlas 
suhmitocondrialcs 

Ohtcn\:.iún de paf.!i\:J!1!s s~1brni1oeondr.ill~s (Lec v Emst~,._j_'l0J Se utilmuon 
J,· 1 a 3 g de mit<>condnas en cada preparación. Se a.1ustú la <.:<>llt'L'n!raL 1<•:> ck 
proteína a :!O mg/ml wn STE, a pll lUJ. f>i\·1dida en \olumenes de J(1 mi. h 
suspensión se sonicó a 1-1 minoncs durante 12 ciclos de 15 'cgunlltl.'i con 
intervalos de descanso de 1 minuto. La suspensión tran~lúc1d:1 se ccntnfu¡: .... 
IUUlJU rpm en el rotor Sorvall SS3-l (12062 X g) durnnte llJ mm a -P<.' l·I 
prccipit;1do se dcscchi"i. ~ d sohrl'tladante se centrifugú a 380()0 rprn en d r1>tor 
Beckman 60 Ti ( l .J5393 X ¡;' durante -15 min a 4ºC. !.as parlicula:< 
submitocundrialcs (PSM) se encontraron en !!I precipitado. Se detcrn11111• l.1 
concentración de proteina por el método de biurct (ver mil; atlclamc 1 y si: 

congelaron a -70º(' .Jurante algunos días antes de ser utilizadas para preparar 
los extractos proteicos 
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l'reparnción de extractos J.ll'.Q!~j.\:.Q!'@tzucla y cols .. J 994J De O ~ .1 l g ,Ic 

l'SM se llcrnrón a una n>nccntradón de 20 mg/ml con amortiguadnr ST 
(sacarosa 250 m~t Tris-! ICI pi 1 7 3). A la suspensión se agregó lcntrnnenri: 1.2 
% de colatu a :!º(' i· bmo agitación. Para Ja primcrn prccipitacióu se :igrcgaron 
313 g de sulfato de amonio ¡wr litro de suspensión. El sulfo:» de am,mio se 
agregó .:n pulrn. lcntaim:n!c, a ·l°C y en agitación. Dcspu.:' de 15 min Sl' 
ccntrifligo l:i ,uspcn,ión a l OOllO rpm en el rotor Sorvall SS34 ( i :1.ti(>:! X g). El 
prccipil:1do se rcsuspcnd10 l'tl el amortiguador ST y fue dcnornin:i•lo 1'50. l:l 
sobrcnadant..: nih 1ó a precipitarse y centrifugarse de la mi,1~:! n1ancr:1 pero 
utilizando 3fl • ¡; d~ sul1;1111 de amonio por litro de SLI'Pl'I"''''"· hl.1 \'CZ d 
prec1puado Sl' cnrnnrrb J1ol:111do .:n la parte superior dl· la »U.,¡wnsit'i11 y se 
dcnOJHIThl 1·9H. t.'S!l' prcc1p11:1do se rt-suspcndiú en Tris llJ ·~·\! rir ., () _\' w 
dializó <.:or:ra 2<i \olumc11"' de! mismo amortiguador. dur:uú l" h1 c;in dos 
cambio., d>: a11111nigt1ador l fna vez dializado se ccntnfugii a IOOUllO X g 

durante .f' rn111 par:1 dimin.1r el m:llcrial insoluble 

t~\!!'.il_iqi,:1;\;i __ Jc.J:j_gil,..<.!1}[9!eJ!:J;Uk)6 kDa: La glicoproh:ina se r:.mlicó por 
crornatogrnlla d,· a:1 .. 1dad utdiz:mdo conean;n·alinJ A-Scfarn,a .JH l.:t resma 
col!ll'nia l O 1 (> 1:"' ,k concanavalina ¡\ por mi de gel. \ sc cncon1rnh:1 
almaccnada en acct;11•1 1 M pi l 6.0, NaCI 1 M. CaCl2 1 ml\ 1. M¡;'.'l¿ 1 mM. 
MnCI:,: i 111,\;' :.'!!'~ .. Je etanol Es1c amortiguadt>r '.ie elimin<> lJ\':1111!<> b rc,ina 
con 10 ,,,1un1<·n,., lk Tri., J(J ml\·I pll 7.0 lkspucs de eliminar l'I :11norlll!U'.1dor 
de :!l'L'l:li<>. b 'c:rn.1 '" cquil1hrú con 1 (1 1olumenes de Tri' lf1 1111\1 p! 1 h X. 
NaCl O' i\L <.'~11 'f:i, O l )'lo ,. MnCl:!,ll. l'~;" Aproximadamente IO rng d1· !;o 

fracc1on f'li(1 en 1: 1-:!ll ml de Tris l O mM pll 7.0 se incubaron tJurantc l .'i l11ir " 

a ·lºC cc111 2-.1 mi Je la resina equilihrada. ::igitandll sua\ eme ni<' "" un :1¡;1l:!Jrn 
orhJtal. Di:~plll'' •k 1:1 1ncubacit'in. la resina se centrifugó a 100:1 X g dur:1lll« :.> 

minutos para 'cparnr el marcnal no rctcmdo .:n la columna (de1101111n:1d" 11('.\.). 
que s.: cm:ucntra en el sohrcnadanlc, la resina entonces se cok•co en una 
columna 1k rn.!rio de 3 mi, a .JºC, y se la1·c1 con NaCl 0.9% pi 1 (, S has!¡¡ que la 
ahsorharll·1a del elwdo a :!80 nm fuera menor a O.O! (unidades arhitranas) El 
material retenido { r('..\ l se duyó con 3 mi de u-dimctJl piranc1,ido (OMM) O 1 
mM pi 1 7. l ajustado con Tris. y la columna se lavó de nucrn i:on 1 lJ rnlwncnes 

ll 
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de NaCI 0.9% pH 6.8. Tanto la fracción nCA como rCa fueron liofilizadas o 
concentradas por ccntrifogación utiliwndo el sistema "Centricón" de 
AMI CON. 

Reconstitución de proteínas en liposomas (Weihua et al. 1992): 50 mg de 

lecitina de soya se disolvieron en aproximadamente 2 mi Je clorofonno y se 
secaron bajo ílllio Je nitrógeno fonnando una capa homogénea, los lípidos se 
disolvieron en aproximadamente 2 mi de ékr etílico y se volvieron a secar bajo 
flujo de nitrógeno La pclkula de lipidos se mantuvo al vacío durante 15 hr, 
manteniendo el tuhu ...¡ue rnnh:nía los lipidos en una cámara conenctada a una 
bomba de vacío. Los lipidos se rcsuspcndieron en KCl 130 mM, HEPl'.S 25 
mM pll 7.2, EDT/\ 5 mM, a una concentración de SU mg/ml. La mezcb se 
sonicó a clarid:id y s~ agregó octilpcntaoxietilcno a una concentración de 10% 
y 20U µM de fura 2 en fmma ácida. Postcrionnentc se agregaron 50 fil de la 
muestra de proteina. disuelta en Tri ton X-100 0.5% o 50 fil de KCI 130 mM, 
HEPES 25 mM pi 1 7.2. FDT/\ 5 mM en el caso de liposomas sin proteína 
incorporada (lo~ c:twlcs fueron u11l1zados como control). Para fonnar los 
proteoliposomas v dim1nar el Jctcrgcntc, la mezcla se aplicó a una columna de 
BioBeads SM-~ de ::>-.\ mi precquilibrada con KCI 130 mM, HEPES 25 mM 
pll 7.2, EDTA <, mM. rn una relación 2.5 mi resina por cada 550µ1 de mezcla. 
La resina con b l!1'~tcla se mantuvo a .\ºC Jurante 60min. para postcriom1entc 
ccntrifugarsc a .¡1 ;, l :\ g durante 2 min y coledar los proteoliposomas. La 

mezcla se voh 11> " .:phcar a una columna de ílioBeads SM, esta vez del doble 
de tam¡uio, y se 1m·ub,1 durante 30 min a 4ºC. Después de centrifugar, la 

mezcla se •tplicú " '""' ct1l11111na de Scphadcx G::!S-300 precquilibra<la con KCI 
130 mM. l !El'l:S ~' ni\'. pd 7 .2. EDT/\ 5 mM. en una relación 3 mi de resina/ 
500 fil dl' mc,-.d:! i .:1 ·:"!umna> se ccntrifügaron a 400 X g durante 2 minutos y 

cstc prnccd11ml'nt,' ''-' rl'p1:1<1 una \"CZ más para quitar el indicador lluorescente 
<¡uc no ent111 .1 1," lq'<»nm•ts La figura 2 muestra un esquema de los 
¡m1tcohposoma' ,."'' .:l 111d1.:ador fluorescente. 
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t~igur:1 2. ~~~Ul<!_~lLliJms.Ql!!!1~U;.Q!Lf_:~n.J1_i_en. c;UtJJ<~rj.Qr, Se mucslra un csqucm.1 tk uua 

vcskula lipídica de lccitina, que contiene 1.•11 !'U interior al imlicador Furn 2 en su forma 

ácida. La vesícula conticrn: K + en el interior. mientras que e) medio externo 110. ne cMa 

mancrn. el ca2+ cntrn al liposoma a trav¿s de Ja Jlrotcina rcco11stituid;1 (P). en rcspuL!..;rn a 

un potcudal tr:m . ..;mcmbrnnal gcncraJi, ..:un la adidón de valinomicin;i (V). EJ Ca~· 

cntoucc!i se une al füra 2 en el interior de Ja \'l'sícula l se fumrn d comp1cjo Furil 2-Ca2' 

(fluorescente.!). En C!oo1C tÍ}Hl de lípusnmas se puede evaluar aamhién la scnsihilidtt<l del 

1rai1>11011c de Ca2' a inhillidorcs como rojo de nilcnio (RR) y lalllano (J.a3 >. calibrando 

1•1 serial i:ou rcspct.!to a un:i tluorcscc111.·ia m:i~ima. que se ohlicnc aJ aliadir lonomicina. 

lJ 
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Ensayos de transporte de Ca2+(Weihua et al. 1992): Se hicieron 
detenninaciones fluorométricas con los proteoliposomas. La longitud de onda 
de excitación fue 340 nm (ancho de banda 8 nm), y la de emisión fue 500 nm 
(ancho de banda 8 nm), en un fluorómetro SLM-Aminco 8000C. El volumen 
final del ensayo fue de 2 mi. Después de registrar una señal basal con un 
medio que contiene HEPESfrEA 25 mM pH 7.2, HEDTA 5 mM, 5-20 µM de 
ca2+ libre, y TEA para ajustar fuerza iónica a 130 mM, se agregaron 20 µI de 
proteoliposomas. Después de 50 seg se agregó 1 µM de valinomicina para 
medir el transporte dependiente de energía, y después de 130 seg se agregó 1 
nM de lonimicina para obtener la fluorescencia máxima. La fluorescencia 
mínima se consideró como la obtenida antes de la adición de los liposomas. 
La concentración libre de Ca2+ fue calculada con el programa CHELAT< lR 
utilizando EGTA como quelante. 

Detcnninación del volumen intravesicular: El volumen interno de los liposomas 
se estimó por medio del volumen de distribución del indicador fluorescente. Se 
agregaron proteoliposomas con fura-2 en el interior y sin proteína incorporada, 
a una celdilla con el mismo medio que se utilizó para los ensayos de transporte 
de Ca2+, un exceso de Ca2+ y 0.5% de octilpentaoxiet:leno para lisar a los 
liposomas. La cantidad de indicador dentro del liposoma se dctenninó por 
medio de adiciones estándar de fluoróforo (figura 3) de acuerdo a la tilnción: 

¡Fura-2] =Fo / m 

Donde [Fura-2) es la cantidad de fluoroforo dentro de la vesícula, Fo es la 
tluorescencia antes de adicionar Fura-2 fuera de la vesícula y m es la pendiente 
de la curva obtenida al final de las adiciones de fluoróforo. Conociendo la 
cantidad de Fura-2 que se encuentra dentro de la vesícula puede estimarse el 
volúmen de ésta asumiendo que la concentración se equilibró a 50 µM durante 
el proceso de fom1ación de los liposomas (sabiendo que 50 µmoles se 
encuentran en un litro; se utilizó una regla de 3 para calcular en qué volúmcn se 
encuentra la cantidad de Fura-2 obtenida en este ensayo). 
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Figura l. fu,1!_1rndón del voh!ill~!dntrn~illc!!!;rr, La cantidad de Fura-2 contenida dentro del 

liposmna se calculó a panir de una cmva fomiado por adiciones conocidos del fluoróforo, 

como se muestra en la figura. Para la detcnnínación se incubaron 20 µI de liposomas sin 

proteína íncor11orada en 2 mi de KCI 130 mM. JIEPES 25 mM pll 7.2. y EOTA 5 mM. en 

presencia de 20 11M de ca2·• libre y >e :uia1licron las contídades indicadas de Fura 2 en 

fon11a ácida. De cit1a manera, el intcrsccto con las absisas corresponde a la cantidad de 

lluoróforu dentro de la 'esicula y puede calcular;e el \'!lhlJncn de é•1a. como se explica en 

el te\10 a~umicndo tJUC J:s concc11traciún interna es de 50 itM 

Petcrminación de_11L'~elociQadcs dc_.lfansm>rtt· d~ ca!+: La respuesta de la 
!luorcsccnt.:ia del mdicador al Ca2'· fue dclcrrnin:1da en cada preparación por 
adiciones t·onsecutirn~ Jcl catión, cqwhhrnndo la concentración de uno y otro 
lado de la membrana con 1 nM de iono1111ci11a en KCI l 30 mM, l IEPES 25 mM 
pi! 7.'2 y EDTA 5 mM (ti~ura 4). Los valores obtenidos de esta calibración 
fueron utilizados para wnvcrtir bs mtcnsidadcs Je fluorescencia de cada 
experimento en cmlt1dadcs de ca2•, las vdo1c1dach•s m1cialcs fueron obtenidas 
por rcgrc~iún lmeal del lrazo de fluorescc11cia. La relación entre la velocidad de 
transporte y el cambio de fluorcscencm est;I dado por: 

.15 
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d[Ca:?+¡Tldt = (l/u) dF/dt 

Donde Fo es la íluorcsccncia mínima y <t es la tangente inicial de 1:1 gr:itic:1 de 
calibración r contra [Ca2+JT (Zho11 y ~ols., 1993) . 
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Figurn .¡ CHn';J d:.: L.'aljhrnl·iuu d.: c;•111hiu.!I. di: fluur.:~ccnl.'i:1 L.'O?'.'Pt la co1:..:.crrtr;1ti11n :l1t.1I 1.k 

Ca~' Se int:uhawn 20 µI de hpu~.4)111a, 1.:011 c:l mdkador l111t11.:-.~cnlc l ura·~ ~n !1.tl m:crior. 

en 1 1111 ,k llFl'l'SiTEA 2' 11,\1 ¡>l I 7.2. 1 JEDTA ~ mM v <'ll I""' .11ci.·i do 1 n~I de 

ionomidrrn. Uc~p111.!s de h:l\.'i.:J las ndidon1.! .. imli..:ad:t .. de C;1·~ · tol.1~ ... i.: ~rnlil·:111rn lo'> 

cambios de llumc!-ccrn:in con H:~plTto a las adidoncs dl' t".12 · l .o") \'.i~'H''" ri:prc!-i.:111:111 1111 

<.:\pc1 im ... ·nto rcprc,clllati\"o 

1« 
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Los ensayos de reconstitución y transporte de Ca2+ fueron realizados en el 
laboratorio del Dr. Keith D. Garlid (Department of Chemistry, Biochemistry, 
and Molecular Biology del Oregon Graduate lnstitute of Sciencce and 
Technology, Portland, Oregon 97291-1000 USA). 

Detección de citocromos: Se hicieron espectros de absorción de luz entre 400 y 
700 nm para cada una de las fracciones obtenidas, los máximos de absorción 
obtenidos fueron comparados con los máximos de absorción típicos para cada 
tipo de citocromo. Se reporta la presencia o ausencia de cada uno de estos 
citocromos de manera cualitativa. 

Determinación de la composición de aminoácidos de la fracción rCa: 100 µg de 
proteína purificada en 30 µI de O.j% de fenol para prevenir la degradación Je 
residuos de tirosina, se sometió a hidrólisis en HCI 6 N durante 25 hr a 11 OºC y 
al vacío. Se utilizó un compartimento sellado y la composición aminoácida se 
determinó en un analizador de aminoácidos Beckman 119-C 1. 

Determinación del contenido total de carbohidratos (Dubois y cols .. 1956): 0.1 
mi de muestra se adicionó con 0.1 mi de fenol al 5%, seguido de 0.5 mi de 
ácido sulfúrico. Las muestras se hirvieron durante 5 min y se leyó la 
absorbancia a 490 nm. Se utilizó una curva estándard de glucosa. 

Determinación de la composición de earbohidratos de la fracción rCA 
CMontrcuil y cols .. 1986): La composición de carbohidratos fue evaluada por 
metanólisis en presencia de meso-inositol como estándar y los glicósidos 
después de reacetilarse fueron analizados por cromatografía gas-líquida en una 
columna capilar de silicon OV 101de25 mm X 0.32 mm. 

La composición de aminoácidos y de carbohidratos fueron determinadas por el 
Dr. Edgar Zentenn-Galindo en la universidad de Lille, Francia (Laboratoire de 
Chimic Biologique, Universite des Sciences et Technologies de Lille, Báttment 
C9 59655, Villcncu\·c D'Asco Ccdcx, Francc). 

Ensavos de unión de C:i:!+cPcncfski. 1977): Los extractos proteicos ( 1 mg/ml) 
fueron suspendidos en 1 mi de TrisCI 10 mM pi-1 7.0 en presencia de 5 µM de 
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45caClz como se describe para el ensayo de unión de Ca2+ de alta afinidad 
(Rcynafarjc y Lehningcr, 1969). La actividad específica de la solución de Ca2+ 
fue 1000 cpm/nmol. Después de 5 min de incubación a temperatura ambiente, 
la suspensión fue aplicada a una columna de 1 mi de Sephadex G-50, e 
inmediatamente se centrifugó a l 000 X g durante 30 seg. La radioactividad del 
material cluido fué determinado en un contador de centelleo Beckman. 

Determinación de proteína método de Biuret (Gomall y cols.. 1949): Este 
método se utilizó pura detcm1inar la concentración de proteína de las 
preparaciones de mitocondrias l'SM y de la fracción FSO. Se utilizó albumina 
sérica bovina como estándar ( 1-3 mg). en presencia de dcsoxicolato de sodio: 
20-40 µI de la muestra se llevó a 0.6 mi con agua hidcstilada, se añadieron 200 
µI de desoxicolato de sodio 1%, 2 mi de NaOH 10% y 0.2 mi de sulfato de 
cobre 1 %, y después de 15 min se leyó la absorbancia a 540 nm. 

Determinación de proteína método de Amido-Negro (Kaplan y Pedersen. 
1985): Esta metodología permite detectar ¡1g de proteína en presencia de 
miligramos de lípidos: 20 o 40 µI de la solución de liposomas se llevan a 2 mi 
con agua bidestilada, se agregan sucesivamente 0.2 mi de SDS 10%, 0.3 mi de 
Tris/HCI IM pH 7.5, SDS 1% y 0.6 mi de TCA IOO%, (w/v). Después de 
incubar 3 min a temperatura ambiente la solución se filtra a través de w1 filtro 
Millipore de 4511m de poro, y se lava al vacío con 2 mi de TCA 6% (w/v). Los 
filtros se incuban por 3 min en 250 mi de solución teñidora (/\mido Negro IOB 
0.1 % (w/v) disuelto en met:mol:ácido acético:agua hidcstilada 45: 10:45 v/v). 
Después de la incubación los filtros se lavan con 200 mi de agua. Se incuban 3 
veces durante 1 min en 200 mi de solución dcsteilidora (metanol:ácido 
acético:agua 90:2:8). Se lavan los filtros en 200 mi de agua durante 2 min. Los 
filtros se secan sobre toallas de papel, y se colocan en tubos de ensaye y se 
miade 0.7 mi de NaOH 25 mM, EDTA 0.05 mM, etanol 50% (v/v). Se agitan. 
se incuban durante 20 min y se mide la absorbancia a 630 nm. Como cslandar 
se utilizó albumina serica bo\'ina 0.1 mg/ml (1-1O11g). 

Otras metodologías: 

Electmforésis (Shiigger y cols .. 1986): El gel de corrida se preparó mezclando 
16 mi de acrilamida 30o/o/bisacrilamida 0.98%. 10 mi de amortiguador 
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elcctroforético (Tris 3 M, SDS 0.3%) y 4 mi de glicerol 79.5%. Se añadieron 
posteriormente 100 µI de pcrsulfato de amonio 10% y 10 µl de TEMED. Con 
esta mezcla se formó un gel de 1.5 mm de ancho en placas de 20Xl5 cm. Se 
dejaron 5 cm sin mezcla, llenados temporalmente con amortiguador 
electroforético. Después de polimerizado el gel de corrida (20-30 min), se retiró 
el amortiguador electroforético y se añadió el gel de muestra formado por una 
mezcla de 1.6 1 de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.98%, 3 mi de amortiguador 
electroforético, 7.4 mi de agua bidestilada, 100 µl de persulfato de amonio 10% 
y 1 O µI de TEMED introduciendosc un peine para formar los carriles en los que 
se aplicarian las muestras. Las muestras se digirieron a una concentración de 1 
mg/ml en glicerol 30%, SOS 10% Tris 100 mM, azul de bromofcnol 0.3%, v 2-
mercaptoetanol 4% y se aplicaron en los carriles del gel. Para el ánodo se 
utilizó como amortiguador Tris 0.1 M, tricina 0.1 %, y SDS 0.1 %, mientras que 
para el cátodo se utilizó Tris 0.2 M pH 8.9. El gel se sometió a 30 V (voltaje 
constante) hasta que el frente del colorante pasó el gel de muestra, 
posteriormente se sometió a 100 V durante 15 hr, hasta que el frente salió del 
gel de corrida. Terminada la corrida el gel se fijó 15 min en metano! 50%, ácido 
acético !0%, y se tiñió durante 3 horas en azul de Coomassie 0.1 o/o y ac. 
acético 10%. Una vez teñido, el gel se destiñió durante 15 hr en ae. acético 
10%. 

Enfoque isocléctrico (Vázqucz-Acevedo y cols .. 1993): Se llevó a cabo en un 
gel continuo de 20 x 15 cm. La solución del gel contenia: 23.8 g de urea, 1 O mi 
de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.98%, 9.8 mi de Nunidet P-40, 7 mi de agua 
destilada y la siguiente mezcla de anfolinas: pH 3-10 (400 µI); pH 7-9 (200µ1) y 
pll 9-11 (200 ¡al). L;i mezcla se dcgasificó y se polimerizó en presencia de 120 
¡il de TEMED y 120 ¡1' de persulfato de amonio 10% preparado fresco. Las 
muestras se solubilizaron como sigue: 100 µg de proteína se llevaron a a 45 µI 
con agua destilada, y se agregó: 60 mg de urca en polvo, 30 µI de Tritón X-100 
20%, 2.5 ¡d de Tris-llCI 1 M pl-I 7.íl, 1 µI de 0.2 M EDTA, 1.2 ¡11 de 2-
mcrcaptoctanol y 5 ¡ti de glicerol por cada 50 µI de mezcla. El rcservorio 
superior de la camara contenía H2S04 0.2% dcgasificado, y el contenedor 
in!Crior ctilcndiamina O .4% dcgasificada. Como el amortiguador intercambia 
C02 con el ambiente cuando se localiza en la cámara superior, los electrodos 
se conectaron de manera invertida (el negativo en el rcservorio inferior, y el 
positivo en el superior). Antes de añadir la muestra, se añadieron 25 µI de 
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anfolin;is pl-1 9-11 1 % y glic,Tnl 5% a cada carril. El gd se prccorríó n 250 V 
(volt~je constante) por una hora. Las muestras digeridas se apli~af\m ( 100 µg 
de pmtcína por carril), y se aplicaron los siguientes voltajes: JOO V por 30 min, 
350 V por 30 min y 400 V por l 5 horas. Antes de teñir el gel se fiJó en metano! 
50%, acido acético 1 0% durante 30 min, posteriom1cnte en ácido 
tridoroacétíco JO%. etanol 33% por una hurn, apareciendo un precipitado 
hl:mco. Se lavó luego el gel en ácido lricloroacético 5%, etanol 33% por 30 min 
y posteriom1cntc en metano! 30%, ácido acético 10% durante 30 min, luego se 
tiñó durante 2 horas en metan"! 30%, ácido acético 10% y azul brillante de 
Coomassic 0.2%. 'iC destiñó postcriom1cnte durante 15 horas en meranol 30'~·¡._ 

ácido acético !0%. 

Tinción con rojo de rutenio (Churuk y cols. 1990): Se corre la elcc1roforcs1s de 
la mancrn indicada anteriormente y el gel se fija en isopropanol lO'Xi durnntc 48 
horas, <lcspués de lo cual se tiñ,c durante l hora en rojo de rutenio 25 mg/I. KCI 
60 mM, MgCl2 5 mM y Tris IO mM pi! 7.5. Si es necesario se dcstüic en ac. 
acético 7%. 

Tinción con azul alciano <Wardi, J9U): Se colocan los geles durante 30 minen 
ácido lricloroacéti<;o 12.5%. Se lavan ligeramente con agua destilada y se 
colocan en ácido periódico 1% (disuelto en ácido acético 30%) durante 50 min 
Después de lavar muy bien con agua destilada se colocan en mctabisullito de 
potasio 0.5% (<lisuclto en ácido acético al 3%) y se destiñen en ácido m.:d1rn al 
7%. 



41 

Resultados 

Purificación de la fracción glicoprotéica 

!\ Solubili7.ación con colato y precipitación con sulfato de amonio 

Con el objetivo de obtener una preparación de proteínas integrales de membrana 
interna mitocondrial se utilizó el método de solubilización con colato descrito 
por Zazueta y cols. ( 1991 ). Estos autores demostraron que en presencia de 1.2% 
del detergente colato se puede obtener una fracción proteica con actividad de 
transporte de Ca2•, es decir, que el uniportador de Ca2+ puede ser solubilizado 
y Cllnscrva su actividad en presencia de este detergente. 

Con el solubilizado obtenido a partrr de PSM de corazón de bovino, se procedió 
a prcl'rprtar la proteína con sulfato de amonio, también siguiendo la técnica 
d"sc1ita por Zazucta y cols. (tQQ·I). Se hizo Wla primera precipitación con 50% 
de sulfato de amonio, y después de centrifugar la suspención se obtuvo un 
pr<."upitado cafe/verdoso (al cual se le denominó F50). Esta fracción contiene la 
m:iyor parte de las proteínas del solubilizado (7..azueia y cols., 1994), así como 
probablemente también fragmentos membranales. 

La proteina no prccip:tada con 50% de sulfato de amonio se separó mediante un 
sc:,:undo tratamiento. esta vez utili<'.ando una saturación de sulfato de amonio de 
~\J-ll1J"1,. En el caso del sulfato del amonio, la solubilidad de las proteínas 
1hsr't>.1y~ a medida que aumenta la concentración de este agente precipitante. Y 
ci proceso es dependiente del pH, la fuerza iónica y el tamaño de la molécula de 
prutclll;J 

Después la centrifugación se obtuvo una fracción de color rojo intenso en la 
parte superior de la suspcnción (F90). Lo anteriór indica que dicha fracción es 
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de naturaleza hidrofóbica, y por tanto, se sale de fase en presencia del 
detergente utilizado: colato. 

Dicha fracción representa menos drl l 0% de la proteína de las PSM y 
corresponde al extracto F90 obtenido por Zazueta y cuis. ( 19941. quienes 
mostraron que F90 es capaz de mediar el transporte de Cah en vesículas 
lipídicas de una manera dcpcndicllle .:n un potencial transmembranal, e inhibiblc 
por rojo de rutenio. Es entonces ei colato w1 agente que permite la separación 
adecuada <le <los fracciones claramente dislinguihlcs: F50 y F90. 

Después de dializar la fracción F90 (aprox 1 O mg disueltos en J(l rnl Ul' Tris 
1 OmM pll 7.0) durante 15 hr contra 20 rnlumencs de Tris l O mM pi! 7 .O. parte 
de la fracción se rnmó insoluble. Este fenómeno ya habia sido dcs<.;ri\o por 
Gómcz-Puyou y cols. ( 19721 y es pwbabkmcntc debido a que cierta cantiJ:id de 
lipidos contenidos en la fracción hacen que ésta se salga de fase en auscnc1:1 de 
la sal de amonio. 

El material inosolublc no pudo ser n:su>rcndido ni en presencia de .:olato, 111 en 
presencia de dc<;oxicolato: y por esto se prnccd1ó a cclllrifugar la fracción F'IO a 
100,000 X g durante 45 min. Dcspuc:; de esta centrifugación se sep:m1 d 
material precipitado, y el sobrenadantl' ohtcmdo, que probablcmrntc conlicnc en 
su mayoría proteínas solubles fue utili/:.ld•1 para las purificaciones lkscrnas a 
contmuación 

Como una evaluación inicial de la nct1' 1dad Je transporte, de la fracción F<JO se 
hic1..:ron ensayos utilizando el m"m'' sistema empicado por /.a1ucta ~ c11ls. 
< l""·I): se incorporaron los extracto,; en 'csiculas lipidic:1s con ..:llm:rn1111> e 
ox1Jasa reconstitmda, y se cncontrn que la acuv1dad de transpone dc Ca2·• "''" 
se pre~enta en la fracción prccipitad:1 con 5ll-901~é1 de sulfato de amonio (i"lt11 
La incorporación de la protema total Je las partículas submitm:ondnak' a Ja,, 
'csículas con citocmmo e oxrd.isa produjo w1 transpone <k 3 O•i nrnol 
l·a2 11mgí5 mm, de la fracción F50. ll ~'l nmo1Ca2+1mg/5 111111, y de la lrac-:1<111 

1·'10 68.2 nmo1Ca2+/mg/5 min. Las actividades mencionadas son menores a las 
rqwnadas por Zazucta y cols. ( 1 QQ4 l para extractos preparados a partir d~ 
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mitocondrias de riñon de rata (la fracción F90 obtenida por estos autores 
transporta 80 nmo1Ca2~/min). 

El extracto activo F90, a pesar de haber sido dializado, produce ciena distorción 
en los geles de acrilamida cuando se somete a eleetroforésis; inconveniente que 
impide una buena resolución de las bandas protéicas (datos no mostrados). Aún 
así, se pudo distinguir que dicho extracto contiene WI número considerable de 
bandas protéicas; más de las reportadas por Zazueta y cols. ( 1994) para el F90 
aislado de mitocondrias de riñón 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 dañar 
significativamente a las proteínas, no permitió separar una fracción activa de 
manera adecuada, lo que ya había sido reportado anteriormente (Za211e1a y cols .• 
1991). Por otro lado, el fraccionamiento con cantidades intermedias de sulfato de 
amonio entre 50 y 90% de saturación tampoco fue útil para la separación de una 
fracción con una actividad de transporte mayor a la encontrada para la fracción 
F90. 

Algunos métodos de precipitación como el uso de polímeros no iónicos y 
solubles, como el polictilénglicol evitan el deterioro de la muestra, ya que a 
diferencia de agentes precipitante orgánicos o etanol, el polietilenglicol tiene 
poca tendencia a dcsrwturali7..ar a las proteínas. o a afectar las interacciones 
entre éstas. 

Este tipo de métodos. a J1fcrcncia del uso de sales concentradas, como el sulfato 
de amonio. rcquicm1 de menos tiempo para precipitar la proteína hasta w1 
estado fisico adccu:1do para su separación por centrifugación. Sin embargo, la 
contaminación por grupos carbohidratos impediria una adecuada separación 
posterior en la colwnna de concanavalina A. 

El método de prec1ptlac1ón utili;1..ado por Mironorn (19821. por ejemplo, incluye 
el uso de 90% de etanol. así como la concentración de las fracciones bajo vacio 
a 30 C, en estas condiciones es dificil que las protcinas no hayan sido dañadas. 



Por el contrario, estos autores refieren que su método de purificación pcnnitc el 
aislamiento de fracciones activas. 

B. Separación en colwnna de Scfarosa 413-Con A 

Con el extracto activo F90 ( 1 O mg/ml. en Tris JO mM pH 7.0) se procedió a la 
hllsqueda de componentes glicoprotéicos utilizando cromatografia de afinidad 
con !<1 lcctina Concanavalina A (Scfarosa 4B-Con A). 

Una adecuada 1;cparación utilizando cromatografia de afinidad requiere que el 
ligando hiocspecifico esté covalcntcmente unido a la matriz de la columna. 
cmJSL•rvando su afinidad de unión por la sustancia de interés; ademas de que 
exist:i un mctodu para separar al lig::mdo en fonna activa, después de lavar al 
material nu 1elenido 

f'i pc•lil de clución obtenido se muestra en la figura 5. Se observa que la mayor 
p:!rl: ,k la proteína del extracto 1'90 no se une a la resina, ya que es cl11id;1 
Jc_,p''"'' d~ i11s lavatius con soluciim salina (fracción nCA). Sin embargo, u11a 
p~,¡,._.;,3 park" l"i 1ctenida en la columna y se desprende de ésta con la ad1ciún 
de I • J11n:t1l-piran(1>idu 1 DMM): este •11at .. , ial fue dt•mm1inado rCA. 

l .:1 s•:fam"' utihzad:i. que es un gd de agarosa. forma una m:1triz t'll b que 
!c!.rnpu~ hi,tni.~110 lid :vL11:ar estún dcrl\·ati;r.ados par:1 unir co\'alcntcmcntc a la 

'"'"cana1 :ilma A. La sefarosa ·lll es una de las resinas más amphamem-. 
utd1/ad;h ya que ~u t•structurJ fún11..1 mallas de pnro abierto (su limni: .J:.: 
csrlt1sit.111 cn Eltracion en gel , .. , tk 20 k Da): y el poro abierto pcrmllc d 
i.h..l 1P!am1L'l1I'' dt.: mol1_•t·ula..; grnntic-, i.:c:ii~) b corn.:J.na\~tlma /\. 

E11 cr<>:11 º'' prcd1111i11arcs se lrnh1a adoptado el método de resusrcnc1ón de la 
fracc1ún ,-..¡n en un ~unort1gu;H.!Pí ·.¡ue cont1cn~ fosfatos, i::on10 d uti!11.adi.1 por 

/azlit"la \ ... .-ols 1 IQL1.t). sm cmhatr?.~'. 1,:n c•ae amortiguador nn pul111 logrars'-' l;.t 
urnPn Je mngún componente a la columna de Scfarosa .iB-Con ;\ i·. ·r tanto. la\ 
~omhcitmes utili;:ada> durante la crnmatog.rafla de afinidad incluyeron alta 
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fuerza iónica y largo tiempo de incubación, además de la exclusión del ión 
fosfato. 

La sefarosa 4B tiene una adsorción no específica extremadamente baja, con lo 
que solamente se unen a la columna moléculas afines por la concanavalina /\. 
Por otro lado, la malla del gel proporciona exelentes propiedades de flujo, con el 
mínimno de retardamiento de las moléculas en la red de agarosa. Esto permitió 
que las separaciones se efectuaran rápidamente. 

Por último, esta columna es estable bajo diversas condiciones experimentales, 
como pll extremo y la presencia de detergentes, y es especifica para grupos 
terminales a-D-glucopiranosil, a-d-manopiranosil o residuos estéricos similares. 

o 
o 

!O 

(l'~J 

oL ____ \: ____ ._~M!t..__....__f'_,_:.-~ ...... ~ 
o ,, w ¡'-, 20 

numero d<.· f r :t'. • _ r0r; 

··igura 5. e~_ef!L de_ cluciun . de la_ 3LQ..IJ!31Qgrafia_~n .. .Scfarn>a._ ·lll·cQnf~Ra\_alinL.~­

Aproxirn.1da111cn1c JO 111¡! de C\lra<!o F<IO (fracdón prccipilnda con 50-90ºó de sulfalo de 

amonio) en IO mi de Tri:-. !O mM pll 7.0 se incuharon durante 15 hr a ·lºC con 2-J m1 de 

Sclárosa ·lll·Con A c11uilihrad:t con Tris 10 mM pi! 6.8. NaCI CU M, CaCl2 0.15% y 

MnCl2 O. l~o. f>ostcrionncnlc se lavó la columna con NaCI O.<lºó pi! 6.8, rcco!ccrandosc 
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fracciónes de 2 mi. En la grafica se muestra la absorbancia a 280 nm de las fracciones 

obtenidas. En donde se indica se adicionaron 3 mi de u-dimetil piranosido (DMM ). seguido 

de lavados con agua bidostilada. 

La lcctina concanavalina A presenta una baja afinidad por glicoprotcínas. 
a<lo;rmis de requerir para su actividad de cationes como el Ca2• y el MnZ•. En 

este sentido, las condiciones de clución de la columna de Scfarosa 4B-Con A 
resultaron allamcnte favorables para la separación específica de ul\a fracción 

glicoprotéica 

La alla fucrw 1omca empicada. impidio la unión incspcdica d" algún 
componente no glicoprotcico a la resina: y. la auscm;ia <.k aniones cumo el 
fosfoln impidió que el Ca2 1 o el M112' fucrnn qucladfü scpar:in<losc del 

complejo de la concanav:ilina /\. 

! lay que ml'ncwnar también que la concanavalina A se forma un complc,10 
tctramérico. que uendc a disociarse a pH menor a 5. Parn evitar este efecto. asi 
cornú para no carnhi::ir de manera importante In solubilidad del <.!Xtrn1:1u F90 (que 

füe rcsuspcndido a pll 7.0) 5c eligió utilizar un pH de 6.8 durante todo el 

proceso de la crnmatografia de afinidad. 

Caractcrt0!<;.1i1r1 fkflr\J)orét~:uic la fracciún~cQ.nJ.<;Di<l11 _i:k .<:Ü1>,:r.m1J.!•' d_g 
!;i,s diferentes ffiliSJnnc;, 

En la liJ!ura 6 se muestra el resultado <le la dcctroforésis en un gd de• 
acrilami<la, utilizando la fracción rL'a y estándares de peso molecular rC\ 

consta lk una Jm>lcina ¡m.:dominanh: d~ 36 kl>a. a.-i con\\> de pcquclias 

cantidades de contammantcs. al menos 3 de ba¡n peso molecular que son 

dilícilmc111c distmguihks No 'e rcali1aron geles en con<l1cionc:; nativas. por lo 
que es d11icil especular acc1c:i <le si estos componentes fom1an un complejo 11 

son indcpend1cntcs entre '1 ·\dcmas, es difkil que cw;t;m n1a> componente> 

menores dchu.lo al tamafio Jd poro de la membrana Je diálisis u1111.ada (l'M 10) 



.. , 

106 -80 lir!ll 

4Q ~ 

37.5 fl,a¡. 

27.S P.t.ili f ......... --

Figura 6. filc~!rolQJ"csis CJ1.fill'~~11.c;11.J]c SDS dcJ,1_fmcs.iJ\1uCa~ Se corrió la clcc!roforésis al 
14º/o de acrilamida como se indica en la mclodología. En el carril 1 se corrieron C'iUindarcs 
de Jos pesos moleculares indicados y en el carril 2 se aplicaron 50 11g de la frncdón rCA. 

Moore ( 1971 ), al observar que el rojo de rulenio, un colorante para carhohidralos 
(Gustafson y J>hil. 1967, Lull, 1965) inhihia cspecificamentc el transporte de Ca2 1 a 
la mitocondria, sugirió que el uniportador de Ca2' estaba glicosilado. El rojo de 
rutenio tiñe específicamente moléculas del tipo de los mucopolis:idridos, y por 
tanto. la idea de Moore ( 1 Q7 I) implica que el sistema uniportador de Ca2 1 

contiene un fracción glicosidica impon:mtc. :1si como un alto contenido de ácido 
siálico. Sin embargo. podemos obscr\'ar que de entre las fracciones que han sido 
asociadas con el w1iponador de Ca2" (tabla 2). ninguna contiene cantidades 
considerables de ácido sialico. y • que a pesar de esto, cxi.'itc un rcpor;.; ¡J.: la 
participación de grupos carbohidratos en d proccs<l de un ion dd Ca2' al 
uniponador (Carafoli y Suttocasa. 1974). 

La naturaleza glicoprotcica de la fracción rC :\ trató de ser c\·aluada en hase a 
tinciones utilizadas para la idcntilicación tk moléculas ghcnsiladas· cnrno la 
tinción de azul alciano y la de rojo de rutenio. Los resultados de estos ensayos 
indican que la banda de 36 kDa puedc ser teñida con azul alciano, pero no por 



49 

rojo de rutenio. Adem:is, ninguno de los colorantes mencionado5 pudo teñir 
específicamente glicoprotcinas en nuestro sistema clectroforético. Por esta razón 
dichos resultados no fueron útilics en la caracteri7.ación de nuestn1s fraccwnes 
mitocondriales. Aunque la presencia de glicoproteínas en las l'SM pudo ser 
detectada por ensayos de tinción con el sistema Avidina-Biotina para det..:<·ción 
de carbohidrntos, ya que "n estos ensayos se evidenció la existenci:1 de al menos 
2 componentes glicoprotéicos (datos no mostrados). 

El rojo de rutenio, que es el inhihidor más efectivo del tran~ponc ck C;1:'. · 1:11 

mitocondrias, es cap:iz de teñir proteínas que unen Ca2t con alta afnmhid. ~ .. wm 
la calsecucstrina. lntentmnos teñir la fracció11o glicoproteica rC A con ro;·• de 
rutenio de acuerdo al métodn ck Charuk y cols. ( t9QO), pero. en nuesrw ,is terna 
no se tiñió la fracción rC1\; y uni•~amente fue teñida cierta proteína dl' alt1 • ne'"º 
molecular en una fracción c:nmplcla de PSM. El hecho de que riut•stra lraccio:i 
rCa no haya sido teñida ptlr rojo de rutenio, no excluye la posihihdad de que 
pueda pegar Ca2• con alta afinidad, ya que nuestra fraccióon rCA díiil·rc ck las 
prowínas solubles ensayadas por Charuk y cols. (1990), adcm:is de (¡•1: d sitio 
de unión a rojo de rutenio o de unión a Ca2+ pudo disociar"· du~::mc h1 
elcctruforésis en presencia de SOS. 

Para detcm1inar el conlcmdn (en prolcimt) de la banda de 36 k!J;; "ni;; ,,,,._T111n 
rCA se hicieron digitalizaciones de un gel clectroforético (liµ;nrn ~ S. 
obtuvieron valores de densidad óptica de las bandas de albiJm111:1 ·:l'. .. .-' 'J:, 
como estándares, y de la banda de 36 kDa en la fracción rCA f'<>;,; , .. 1• • 

la cantidad de prntdna en la banda de 36 kDa fué comparada <:011 ;,. .-:·r,. "' .:d ,. ; 

proteína dd l'Xtracto rCA añadida al gel. De esta manera se c,t:m" •1•: .. · e• '::f',., 

de la fracdón glicoprotcic:i rCA .:orrcspondc a la proteína de 3r, ~.D:1. :- ,_.;:o•:¡, 
restante corresponde a otros componentes. 



Figura 7. Det~n1ü1rn~Hw_dcJ ~ont.cn.i_do de _prptCÍ!Jil 1rn1_!1j_gi_t_ajiblcjQ1L~~1 g"-·t (l_t;_.a~:rjl_;müt1a 
Se corrió Ja ckctroforé.si~ aJ J.;~~. d1: 011.:ri!:nnida conio se indica en 111 n1ctodolo1:ü:1. L.m. 

carriles del 1-5 contienen !;1:. "iigui1.·nks ~.wtidadl.!:'. de :ilbU111i11.1 sérica hnYrnn: J.- 8 ''B· 2.- 7 

fl¿.!. 3.- (1 J'f.· ..J.- 5 J•t~. ~· 5.- 1 !lg ¡ _,i.., (,'lfltlcs fl y K muestran cstánd.1rc .... d~ peso 111olcculi1r 

( 106 kDa. 80 kJJa •. Jll klJa. 1: 'i kll: )' :'~'.) k!Ja): y el carTil ¡¡contiene 5111111 •k la fracciúu 

rCA. Una vez reñido t,;t)lf a.1ul d1.· ( Otl!liil~!:>ll.'. el gel file digitali7 . .-1d<J pnr:1 l\.'gi~tr:u J¡¡ 

intensidad de la!. bandas. lun c•;t1i., dato:. S\! "-'011st111~·ú um1 CUJ\.'i'J ck i11u.m ... i1Jad 1k l:ls 

bandas de alhU.mina con lt:'PL'1,:!n :: i:i l'JlilidaJ de proteína 11ue co11tl'lll:m (l,1 cu:d era 

t:onucida), y se interpoló s11h11.: c!.1il ¡.:r:i!i.:.~ la 1111.:nsidad di! Ja hand:t en 1.•l c\tr:ll'tn rCA 

Sc e,·ahui 1amb1cn la prcscncra dc c11ocromos en las difl·H·111n fran:rnnc·, 

nhtcnidas. L:i tabla 4 muestr:1 el 111" 1 de ntocrnmos detectad,,, en <:aJa u11:1 <1•· 

cs!as fran·1oncs. La mu~,¡,., Je n:mrculas suhmi!Ocon<lnalc:,, ;¡,1 <nn111 1:1 
fracción f'5tl, cont1cnc11 l:o n>:J'. lit p:mc de lo., citocrumos lllllllromlnak'. a 

d1fcrcm·ia de la fracc1ún 1"1<1 q11<· ,,,,¡.,contiene ci1<>cromo 1Jp11 e L~lc ul111110 
citocromo aparcl'C en la fr:KCJon n1> rcknida en la columna de cn11c:1n:J\ a!Jn:r .·\ 

(nl'A). micmras que en l:i fr:tcrh1r< retenida (rCA) no se <lctccto> mngun 

cilocromo. es!os Jale" ªP"';m la 1tk:1 tk que la a..:tiv1dad de rranspon~ de Ca2· 
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de la fracción glicoprotéica no puede ser atribuida a algún componente catalítico 
de la cadena respiratoria. 

Tabla 4. Citocromos presentes en los extractos mitocondriales" 

E:1.1racto 

PSM 
F50 
F90 

Citocromos prese11tes 

b,cl ,c,a,a3 
a,a3,b,c 

e 
nea e 
rCA ninguno 

ªSe detectó cualitativamente el contenido de citocromos 
en las muestras, por medio de corrimientos 
espectroscópicos entre 400 y 700 nnL PSM: panículas 
submitocondrialcs FSO fracción precipitada con SO% de 
sulfato de amonio, F90 fracción precipitada con 50-90% de 
sulfato de amonio, nCA fracción no retenida en una 
columna de concanavalina A, rCa: fracción retenida en la 
coJumna de conca11<1valin:i A. 

Reconstitución <le las fracciones proh:icas a vesículas li11idicas 

La reconstitución <le transportadores rnitowndrialcs ha sido dificil debido a la 
complejidad de la membrana mltocondrial. La reconstitución del translocador de 
:idenín nuclcótidos en vcsiculas de lccitina de soya es un ejemplo exitoso de este 
t:po de experimentos (lknzory Ra,l.cr, 19<J.l). 

P1cstnpino y cols. ( 1'17-IJ. por "u parte, utilizaron b1capas de lccitina para evaluar 
d l'amhío de conduc:tanciu debido a la gli..:oprotcina aislada por Sottocasa y 
rnb. ( IQ72), en presencia de 2-4 ,1M de C'a2' Sin embargo, estos autores no 
pudieron demostrar la gcneracwn de potenciales de Ncrst debidos a la 
glirnprotcina, y por talllo, no se demostró que esta fracción fuera capaz de 
111duc1r mo\'im1cntos de Ca2• tk uno al otro lado de la membrana. 
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Los extractos parcialmente purificados, así como la fracción glicoproteirn rCA 
aislados en este trabajo fueron incorporndos a liposomás de u-lecitina con el 

indicador fluorescente Fura 2 y KCI en el interior. El sistema de liposomas a 
base de u-lecitina ha sido utili7.ado con exito para la reconstitución del canal 
mitocondrial de K 1 y del intcrcambiador Ca2+ /Na+ (l'aucek y cols., IQ92; Wcilma y 
cols., 1992). 

Los liposomas fueron incubados en un medio que no contiene polasio, como se 
indica en la metodología (liitura 2}. La cantidad de proteína incorporada a los 
lipo.~ornas fue generalmente: 370 µg/ml en liposomas con F90 (la solución 
contiene 50¡1g de lccitina por mi); 174 µglml en liposomás con nCA y 16 ¡aglml 
en liposom:is con rCa. El volúmen intmvesicular calculado fue en general 0.8-1 
¡11/mg de fosfolípido. 

Ensayos de transpone de Ca2-~ 

Los indicadoercs lluorescentes como el Quin-2 (Tsicn y cols. 11lH21, l'ura-2 e lndo-
1 (J,\1)1lkic\\icz y cols.. l'l85) y Fluo-3 (Kao y C<>ls .• 1989) han sido utilizados 
preli:renlernente a otros indicadores de Ca2' corno la aquorma, el arsenazo 111 o 
el clcclrodo de Ca2 ', pan1 determinar la concentración de Ca2' lihrc en la 
matriz mitocondrial (Jl.1ra una rcvi<ión ver Morc110-S:íncl1cz y cols., 1993). Estos 
indicadores tienen la wntaja de l¡ue no afectan la integridad mcmhranal. ni h1 
homeostasis del Ca2 •, además de permitir una detenninaciún cuant1tati\'a de la 
concentraci<m libre de Ca2 1 si se efectiaa una calihraciú11 adecuada de la señal 
lluorescente. 

El Fura-2 ha sido el indicudor fluorescente más estudiado, ya que el indicador 
libre tiene su máximo de fluorescencia de exilaciún a los 380 nm, nucntras que 
el complejo indicador-Cal• presenta su m;iximo de absorción a los 340 nm. que 
foe la longitud de onda de excitación utilizada en este lrahajo. 

La velocidad de respuesta de los indicadores fluorescentes es mayor que Ja de 
otros indicadores, y su intervalo de sensihilidad está dentro del intervalo de 



concentraciones de Ca2+ encontradas en la mitocondria en condiciones 
fisiológicas (0.1-1.0 µM), pero son fotolábiles así como termolábiles. El 
füncionamiento de este tipo de indicadores se basa en la coordinación del catión 
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 
agente quelante EGTA (figura 8). una vez unido al indicador, el Ca2" induce 
cambios confom1aciunales en el indicador que se reflejan en sus propiedades 
fluorescentes. 

•·igura 8. Es1ruc1ura quimica del EGTA y de 1 Fura-2. Tomada de Morcno-Sánchet. y cols. 

(llJCJ.1) 

El fura-2 tiene una alrn ~licicncia cuántica (0.49) lo que permite que se utilizen 
concentraciones bajas, entre 1-IOµM del compuesto en forma de acetoximetil 
éster (AM) en el proceso de intcmalización del fluoróforo a milocundrias. En el 
CUSll de mitocondrias completas, dentro de la matriz, las csterasas convierten al 
indicador en la forma ácida (figura 8), que es la que es capaz de unirse al Ca2 •. 
En el caso de vesículas lipídicas puede utilizarse directamente la forma ácida del 
lluoróforo durante el proceso de formación de los liposomas para que de esta 
manera quede atrapada dentro de ellas. 
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En este trabajo se utilizó una concentración de 200 µM de Fura-2 en su forma 
ácida, para el proceso de intemalización del indicador; como había sido descrito 
por Weihua y cols. (1992) para ensayos de reconstitución del intercambiador 
mitocondrial de Na/Ca2+. 

Para detenninar cuantitativamente la concentración de Ca2+ libre dentro de la 
vesicula es necesario utilizar un valor de Kd del complejo indicador-Ca2 · 
determinado en el mismo sistema experimental, sobre todo si durante el 
experimento cambian drásticamente las condiciones de pH, polaridad o tuerza 
iónica del microambiente donde se localí1.a el indicador. 

Con este fin utilizamos una curva de calibración de los cambios de fluorescencia 
con respecto a los cambios en la concentración de Ca2+ (figura 3) De la gráfica 
obtenida no puede calcularse la Kd ya que no se llegó a la saturación del 
indicador, sin embargo podemos tener la confianza de que utilizamos 
concentraciones de Ca2+ que caen dentro del intervalo lineal de la curva de 
calibración. Y, utilizamos la relación empiríca entre [Ca2+] y fluorescencia que 
se menciona en la metodología, que incluye el término a, correspondiente a la 
pendiente de la curva de calibración. 

En el caso de mitocondrias, la captación de solo unos cuantos nmoles de Ca2' 
induce cambios de hasta 1-2 unidades de pH y cambios en el volumen y en la 
fuerza iónica de la matriz mitocondrial (Konishi y cots., 1988; Roe y cols., 1990). 

Durante los experimentos con liposomas cargados con Fura-2, el pi l de la 
solución no varió considerablemente, manteníendose entre 7 .2 y 7 .17. 

Un trazo típico de fluorescencia obtenido utilizando los liposomas cargados con 
Fura-2 se muestra en la figura 9: al adicionar los liposomas al medio de 
incubación se produce el mayor incremento en fluorescencia (figura 9 a.), este 
incremento no es debido al Ca2+, sino a la fluorescencia intrínseca del 
indicador, así como a cierta dispersión causada por la partícula de liposoma. 

A este respecto hay que mencionar que la concentración final de fosfolipido en 
el ensayo fue de 0.5 mg/ml, el agregar una cantidad mayor de liposomas hubiera 
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causado una fluorescencia inicial mucho mayor que hubiera dificultado la 
interpretación de los cambios de fluorescencia en presencia de Ca2-+, y por el 
contrario, el uso de menos liposomas en el ensayo no producen una señal 
cuantificable después de las adiciones de Ca2+. 

Para hacer cuantitativas las mediciones de Ca2+ libre se tiene que efectuar una 
calibración de la señal fluorescente. Para establecer qué fracción de la 
fluorescencia registrada corresponde a un cambio en la concentración de Ca2+ 
dentro de la vesícula se determina la fluorescencia mínima y la fluorescencia 

máxima en cada experimento. 

En experimentos con mitocondrias e indicadores fluorescentes, la fluorcsccncm 
mínima se obtiene pem1eabilizando la membrana con detergente y añadiendo 
Mn2+,quc tiene mayor afinidad por los indicadores que el Ca2+, y por tanto 
apaga la fluorescencia. Con este método se puede estimar la contribución del 
indicador que se encuentra fuera de la mitocondria si se invierte el orden de 
adición, y se adiciona el Mn2+ antes de adicionar el detergente. 

Sin embargo, el uso de detergentes para determinar la fluorescem:ia mínima 
tiene la desventaja de que al disolver las membranas se podría liberar a 
moléculas del indicador que se hallen unidas a protcinas, y de esta manera se 
modificarian las propiedades fluorescentes del indicador (Konishi y cols .. JQ88). 

Además, la lisis, de los liposomas podría modificar la viscosidad del medio a~í 
como la polaridad del microamhicnte donde está localizado el indicador. 

Otra manera de obtener la fluorescencia mínima es adicionando un cxcso de 
EGTA y elevando el pH de la solución por arriba de 7.5 para que todo el Ca2~ 
se una a este quelantc y se apague la fluorescencia del indicador. 

La fluorescencia antes de la adición de los liposomas se consideró como 
fluorescencia mínima. El valor de fluorescencia mínima se restó del valor de 

fluorescencia obtenido con la adición de Ca2 ', asi como de la fluorescencia 
máxima. 
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Después de registrar una linea basal durante 20-50 seg, en presencia de los 
liposomas, se añadió valinomicina para generar un potencial negativo interno en 
la vesícula. El cambio de fluorescencia producido corresponde a la captación de 
Ca2+ a través de la proteína incorporada en las vesículas de lecitina (li~ra 9 
b.), dependiente en un potencial transmembrnnal. 

En comparación con el tamaño del trazo total de tluorescencia, el cambio 
producido por la adición de valinomícina es pequeño (figura 9). Esto indica que 
la captación de CaZ+ a través de la fracción glicoprotéica (que es la fracción mn 
mayor actividad de transporte) es baja. Aunque esto es en parte debido a la poca 
proteína utilizada en el ensayo, también la actividad específica de la fracción 
rCA evaluada en este sistema es considerablemente menor a la reportada por 
Zazucta y cols. (1994) para el extracto F90, como se verá más adelante. 

Cuando se utiliza valinomicina para generar un potencial negativo interno en la 
vesícula es necesario hacer una titulación cuidadosa en presencia de este 
ionóforo en liposomas sin proteína incorporada, ya que a altas concentraciones 
pueden observarse movimientos de Ca2+ debidos a la adición del íonóforo. Los 
resultados aquí mostrados se obtuvieron utilizando una conccntrnción de 
valinomicina que no aumenta la pcm1cabilidad de la vesícula por Ca2+ (datos no 
mostrados). 

El trazo de lluoresccncia (figura 9 b.) muestra también la inhibición obtenida 
con :?O nM de rojo de rutenio o 4 µM de lantano. Esta sensibilidad a los 
inhibi<lores del uniportador mitocondrial de Ca2+ permite relacionar a esta 
fracción con el uniportador. La sensibilidad de rCJ\ es mucho mayor que la 
reportado para otras preparaciones mitocondriales (Mironova. 1982: Zuueia y cob .. 
IQCJ-1). 

Para obtener la fluorescencia máxima se añadió ionomícina. Con la adición de 
este ionóforo se equilibra la concentración de Ca2+ de uno y otro lado de la 
membrana del liposoma, y todo el Ca2• entra en contacto con el indicador, 
obtcnicndose la máxima fluorescencia. 
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!ip@cas" a. Se registró una linea basal con 2 mi de llFPESITE.'\ 25 mM pll 7.2. l!EDTA 

5 mM. y se airndicron 20 µ1 de \'csicuJas lipidicas reconstituidas con la fracción rCA. 

Dc>1u11!s de 5u seg se ai1adió 1 µM de valinnmicina, y finalmculc, dc>1més de 150 seg. se 

aiiadiú 1 n!\1f di! de íonomicina para L'alihrat la señal. h. El mi,mn trnzu pero en tammio 

aumc111adu. se muestra la inhibición del 1ra11s¡11>nc con rojo de mi mio (20 nM) y laman o 

P11M). 



57 

La figura IO muestra la actividad específica de transporte de Ca2+ para las 
diferentes fracciones obtenidas. La fracción F50 no fue capaz de mediar la 
acwnulación de Ca2+ a la vesícula, mientras que la fracción F90 transporta 1 O 
nmol Ca2+ /min mg, la actividad de transporte se incrementa unas 1 O veces en la 
fracción rCa, hasta 90 nmol/min mg; actividad que es inhibida aproximadamente 
en un 50% por 20 nM de rojo de rutenio o 4 µM de lantano. La fracción no 
retenida en la colwnna de concanavalina A (nCA) tampoco fue capaz de mediar 
el transporte de Ca2 +. 
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t'i¡:ura 9, ;'}cth·i<!_~<! _ _w_ccifu;;u!_cJ3Lfr•i:i:l!l_qes 11tot_é_iq.;. Se muestra Ja velocidad de 

transporte de Ca~· de J., diferentes fraccione•. Después de registrar una señal basal con 2 

mi de llEPESrrEA 25 mM pi! 7.2. llEDTA 5 mM, se añadieron :O ¡11 de vesículas 

liJ>idicas. Después de 50 seg se n1iadiú l ¡1M de valinomicina. y finalmcillc, después de 150 

seg se aiiadió 1 nM de de ionomicina ¡>ara calibrar la scñ_al. Lo. valores representan la media 

±error cst:indard de un total de J-5 preparaciones. 
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Las actividades encontradas para las fracciones F50 y F90 en este sistema son 
si¡,tnilicativamentc menores que !as reportadas :mtcriom1cntc (7.azucta y cols., 

J CJ<J4 ), sin embargo, i:i única fracción que presentó actividad de transporte fue la 
fracción F90. 

Lo anterior indica que pani la prcpar:u:ión de la fracción glicoprotcicu 5c rmrtió 
de un extracto que contiene :il uniportador de Ca2' Por otro lado, no pudo 
detectarse actividad de transporte de Ca2' en la fracción nCA y e:. to .:s 
indicativo de que muy prohahkmcntc los componentes dd siskma uniportador 
de Ca2' estén nmtcnídos sobrncntc rn la fi~cción glicúprnt.!íca rCA. ;\11nqui: 
no podcnos, hasta el momento. atríhwr la actividad \!e transpone de ca:' a 
alguno de los componente; de cst;; ir~cc1orr en partícubr. 

La tabla 5 muestra l:i rd~c1t·m c:iln' la can11dad de proteína y la actividai.I de 
transporte de Cu2 • ohiemda para cada fracción: puede obscn'arsc que la 
fracción F90, que corresponde al 1.3% de la proteína de las partículas 
suhmitornndrialcs. si traasp(lrta Ca2 '. mientras que la fracción F50 ('>7'X, de la 
proteína de h1s partícula" suhmitocondriales) 110. 

Esta actividad se ve cnríqul•cida cuando se separa, a partir de F<ill. la fracción 
glicoprotcica rCA (correspondiente al 4'X, de la proteína de la frat.:cíón F'IO. o al 
0.05% de la protcina total de las partículas submitocondri:tlcs), que transporta 
aproximadamente 100 nmol de Ca2' /min/mg; en comparaciiin con ia fracción 
no retenida en la columna de concan:ival1na A (nCA). i:i cu;il n .. i es capúz de 
mediar el transpone de Ca2·>, y corresponde al 92% de la proteína de 1:1 fra..:ción 
FlJO. 



59 

Tabla S. Actividad específica de 1ransporte de Ca2• en las diferentes fracciones" 
fracción Cantidad de Actividad de Porcentaje de b proteína total 

F50 
F90 
nCA 
rCa 

proteí11a transporte (nmol de las partículas 
(mg) Ca2+ /min/mg) submitocondriales 

765.00 0.00 92.05 
10.18 15.00 1.22 

9.40 0.00 1.13 
0.41 98.00 0.049 

ªSe muestra la cautidad de proteína purificada de acuerdo a In• 
procedimientos e~1Jlícados en la metodología, con respecto a su acti\ idad 
especifica de transporte de Cal+. La actMdad de 1ransporte fue evaluada 
incorporando cada fracción en liposomas de asolecrina con el indicador 
lluorcsccnte Fura-2 en el interior (ver metodología). F50: fracción precipitada 
con 50% de sulfato de amonio. F90: fracción precipitada con 50..90% de 
sulfato de amonio, nCA: fracción no retenida en una columna de 
concnnavalinn A, tCa: fracción retenida en la columna de concanavalina A. 

Sensibilidad del lrans¡mrtc de Ca2+ a inhibidores y activadores: 

Se hicieron curvas de titulación de rojo de rutenio y lantano utilizando 
liposomas reconstituidos con la glicoproteína rCA. La sensibilidad a estos 
inhibidorcs del transporte de Ca2+ (Cnmter y rffcifor, J 990) se encontró en el órdcn 
de lo reportado para mitocondrüis completas. 

Estas curvas de inhibición presentadas en este trabajo representan el primer 
estudio cinético de este tipo con una preparación purificada del uniportador 
mitocondrial de Ca2+(figura IO), lo cual pudo ser reali:r.ado debido a que con el 
sistema de vesículas lipidicas con Fura 2 en el interior, es posible estimar 
velocidades iniciales de transporte, a diferencia de otros métodos como la 
captación de 45ca, que miden los cambios en la concentración de Ca2 1 total · 
una vez. que se ha alcanzado el equilibrio. Se encontró una Ko.s para rojo de 
rutenio de 16.11 ± 1.31 nM (3), y 1ma Ko.5 para La3+ de 3.91 ± 0.27 µM. 
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l-~igur:1 10. J_r_iJ1jhü;ló~LDflJ __ f.oj<) __ 1,_f~ __ r:uJ.L;I!!Q...yJ ~1}-~ tJcl .t_r_a_rtspp!_1~ J_l~_C'a~-' _ w~cU;!dtl ¡u~r:. la 

frnc~ici1_1 __ gJJ_~~~PJ!)J~iG!.!._r::C,,~(t Se hkkron cns.1yos de tra11s¡H11tc dc Cíl~ .. c11 las \Csíc..:ulo.is 

lipidicas reconstituidas con la fra~dón retenida en la columna de cum.:anavalina /\ (rC1\). 

Después de registrar una sc1ial basal cu11 2 mi do l IEPFS!TEA 25 111M pi 1 7.2, 111'0 r >\ 5 

mM. cu prclti.:ncia de las conccnt1acioncs indicadas de rojo de mknio o 1.a:t'. Se.! 

m1at.licron 20 µI de \'Csiculas lipídicas. Dc.:spués de 50 ~cg se a11adió 1 JI M d..! \'t1linnn:i1.:i11,1_ 

y finalmente, después de 150 S1..'g s1..• añadió 1 nM de de iouomkina para calihrnr la "'~rial. 

Los valores reprel\cntan c~pcrimcntns rcprcsi:ntath os. 

Se h:i dc,;crito ljUé poliaminas cnmo la cspcrmma pueden activar el tran\ponc Je 
Ca2' a concentraciones hajas de este iÍ1n; en nuc•tros cnsa~ "' ut1h7amns 
concentraciones libres de Ca2 + en el rango nanomolar (entre 1 O-" y w-r, \f), y 
encontrarnos que el transporte de• C.12 • mediado por la prntcina r(',\ e' inlul>ido 
pnr la espcrmina con una Ko.5 de 1-lO pt\1 (lii,:ura 11) Este dato resulta 
interesante porque pndria sugerir una regulación Jc b ad1viJmi Je transporte Je 
la glicoproteína por poliaminas, sm embargo, es necesario 4uc 'e <lpoyc esta 

~ •• 1 
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información con ensayos de transporte en presencia de espermina y sin 
glicoproteína incorporada a la vesícula. 

El Mg2+, otro inhibidor del transporte de Ca2+ en mitocondrias fue utilizado en 
este sistema. Los resultados fueron poco confiables debido a que el Mg2+ 
aumentó la fluorescencia del indicador Fura 2 de una manera similar a como lo 
hace el Ca2+. 

wo~----------------;-~-------, 

140 nM 

~, .. e-, ____ l_C ... ) 1-~-"'--=-~1(;~- ---- -1·t~3-------10'1 
[f"-:,í>errn1ri;.1 J (nM) 

Figura 11. !nhU!ici<i.!Lllill-~'l'.cm1i¡i~_\l_cL!!l!!h'l'.Q.!l!UlLc_~_m~dLa.1ln.1'.Q.r:.!a_g!!i;gpl!l!!tlnu_C_a, 
Se muestra d porcentaje de inhibición producido por las conccntradoncs indicadas de 

espennina. El experimento se hi?.O como en la figura 10, los ••lores representan un 

c'óperimcnto rcprcscntath.·o. 

El uso de amortiguadores de Ca/HEDTA hizo posible la determinación de 
velocidad de transporte de Ca2' en presencia de diferentes concentraciones de 
Ca2• libre. La concentración de Ca2' se calculó utilizando el programa 
CI IELA TOR (Schoenmarkcrs y cols. 1992) que toma en cuenta la influencia de la 



temperatura, la fucrni 1ónica y el pi 1 sobre el valor de la constante de 

disociación del rnmplcju HEDT/\-Ca2' 

La consecuencia pri111:1pal del uso de los amortiguadores de Ca2 -¡¡ lEDT/\ es el 

hecho de que la conccnírac1(111 libre ú..: Ca2 1 es la misma a una d"tc1111ina<fa 

relación [Ca2•]J! IEDTA. no 11npor1:111d¡1 las concentraciones totales d.: Ca2' y 
llEDTA. de tal m:mcra <JHl' 'L puede fij:ir la [Ca2'] libre prepnrnndo de 

antemano el mnnrtiguador d~ Ca2' con l.1s concentraciuncs adecuadas de 

quelantc y de Ca2+, o bien. u1ili;.m una cnnccntrnción bap de quelantc 

(HEDTA) en el rm:dio y lu~g<' v:mar la concentración de Ca2 1 l!br~ m<·diantc J:i 
adición de una cantidad dctcrminad:1 d.-1 amortiguador C'a·'' !J 11'.I >TA. fJ los 

experimentos expuestos en seccione'.; anteriores se utilizó ia pri1m:r:1 estrategia, 

mientras que para culcular la i.;0.5 de Ca2' se utilizó la s~gu11da 

La figura 13 muestra una cuna de captación de Ca~' '"" rl·spccto a 
variaciones en la co11cc11trm:iún de Ca2' libre. Los liposonms se rect•nstiluyeron 

con la fracción F90. En estos cxpcrimc11tos se utilizaron co11centrac1oncs 

relativamente altas del an10rtiguadnr de pi 1 (l IEPf·:S) ya que: la adiciún dd 

amortiguador puede acidilicar en cierta med1d:1 el medio cuando el Cal· se une 

al quelante; y un cambio Je pH en el orden de 0.1 unidades es suficiente para 

cambiar de manera importante la afinidad del quelante por Ca2', alc1~rando la 
concentración de Ca2' libre. Por otro lado, a pH mayor a 7.4 la afinidad del 

l IEDTA por Ca2 · es tan alta que prúcticamente no existe un cquilihnn cntrc el 

l!EDTA libre y el eomplejo Ca2+.1ff:DTA 

El comportamiento sigmnidal <il' la cun·a de la figura no es una c\l<Í<·ncra de Ja 

cooperatividad del prnccso de ;1cumulae1ón de Ca2 • en la vesict:la, pcw se 

calculó de esta ¡,'fálica una Ko.5 para Ca2" de 14.2 µM y un cocfr .. ente de llill 

de 2, que si es indicatirn de que el proceso es cooperativo, y coincide cun lo 

reportado para el transporte de Ca2' en mitocondrias completas (Gunlcr y l'lfcifcr. 

JQQQ). 
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Figura 13. V cJg_cil!íl!! _ rl.c_ r~a11gi.o.f!c_.<Lc_ Ca 2_± __ !!1cJli;@¡_¡>.QIJ_a __ fi:ru:~i{l11_f:9_Q_e!!_rc•l'"c.>I ~-" 

ruf~rcnt~s com.·~ntrn_c;i91~dc Cal~::. D~spués de rcgi!o.1rar una señal hasal con 2 mi de 
llEl'f:SffEI\ 25 mM pll 7.2, llEDTI\ 5 mM. en presencia de las co11ce11trncio11es 

indicadas de Ca2·•. Se añadieron 20 111 de vcsiculas lipidicas. Dcspnés de SO seg ,;e a11adiú 

1 )&M de vali110111ici11a, y finalmente, después de 1 SO seg. se afladió J nl\1 de de ionn111ici11a 

parn calihrar la 5ciia1. l.os \'alorcs rcprcM!ntan C.\11cri111cntos rcprcscntalh os. 

La fracción rCa está compuesta en un 80% por un componente Je 36 ~Da 

(figura 7), mientras que sol,1mcn1e un ::!O'!·ó corresponde a componentes 

menores. Tomando en cuenta el peso molecular del com¡wnentc ma}<>ril;irio se 

evaluó la compo;,iciún de aminClúcit!os (tabla 6). y lucieron los c~tudios 

presentados en esta sección. 



'l."ahla 6.~,!.!!~~ión üe aminoílcidos la fracción glicoprotéic~_!.!-:A3 

Aminoñcido ri(l!:_centak Residuos por rnol~~:~--
A" 3 llO 11.78 
Cilx 3.MJ 14.92 
Ser 25.bO I00.56 
Gly 2J.20 'll. l·I 
lfo. 3.00 11. 78 
Arg 1.70 
·nu 7.20 
Ala 
Pro 
Tyr 
Val 
Mct 

l/2Cp. 
lk 

Lcu 
Phc 
Lvs 

10. IU 
2 hO 

r..1n 
4.60 
0..10 
0.20 
2.tJO 
·l.40 
2.60 
·1.40 

ªS~ somctiú 3 hidrólisi:; ñd<la la 

6.67 
28.28 
39 67 
10.21 
1.17 
lll.07 
1.57 
() 78 
11.Jll 
17.2S 
10.21 
17.28 

fracción rCA. en llCI 6 N 
durante 25 hr i1 1 1 O'(' l.a composición de amino;icidos fü'..!' 
dctcn11inada en un analiz:1dor 11c amino:iciJos Bcckman 1 19-CI. 1.m. 
\'alurcs representan el pon.:cm;¡jc de cada uno de los amino\h.:illo~ con 
rcspcc10 al 1otal. y el número ,fe ri:sitluos pm mol~cula. Se utilizó un 
peso ll10it..:l:Ular de 40 k.IJa para el péptido rt'a. ~ llll pc ... o pronied1n 
por amino:icido d:.: 110 Da. 

Respecto a Ja naturaleza de 101 componentes mcmbr:maks im ulu1:racl<1> en el 

trasporte de Ca2', se pueden di\'ldir Ja, fr:icrnmcs aisladas ha,ta la fcllr, ''" 
solubles e hidrófobas (tabhi 2). 

Utilizando el método dc;crito por C'apald: ' VanderJ..ooi ( 1~721 '" c:1kulú '-'"" 
polaridad de 48.7% para esta frncc1ún !,!licoproté1ca Dicha polamlau e", 

ligcramenlc mayor al \·alor promcdio c·ncmnrado por cstu' autorc' para 
protdm1" mc111branaks. Podria111os cnlfmn·s catalogar a la fracción rl'J\ uentrn 
del grupl• de h1s fracc1óm·s soluble,. sm q«c se descarte la 111tcratc1"•n de dicha 
fracciún con Ja membrana mlto.:ondnal. 
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El punto isocléctrico del componente de 36 kDa, fue evaluado por 
isoelectroenfoquc, encontrandose un valor de 6.0, éste valor indica que la 
molécula, a pH fisiológico se encontrará cargada negativamente. 

La fracción rCA tiene un alto contenido de serina y glicina (tabla 6), y. 
asumiendo un peso molecular de 36 kDa contiene una sola molécula de cisteína 
por molécula de proteína. 

Chávez y cols. (1985) estudiaron el efecto de modificadores de grupos 1111les 
sobre el transporte de Ca2+. El Cd induce la salida de Ca2+ en mitocondrias, 
pero también inhibe la fosforilación oxidativa y estimula la actividad de la 
i\ TPasa en un proceso inhibible por rojo de rurtenio. Además, el ditiotreitol 
evila la inhibición porducida por el Cd. 

Debido a esto, se sugirió que existen grupos tioles involucrados en la actividad 
del uniportador Je Ca2+, y que estos se encuenlran en una región hidrofóbica, 
accesible al Cd pero no accesible a reactivos impermeables a la membrana. 
como el mersalyl, ya que ést.;: no fue capaz de inhibir el transporte de Ca2+. Se 
sugirió tamhién que el Cd pudiera unirse al sitio de union del Ca2+ o a un sitio 
alostérico. dcnlro del uniportador. 

Mironuva y col s. ( 1982), por su parte, también moslraron la participación de 
estos grupos en el lransportc de Ca2+,.ya que purificaron un péptido activo 
utilizando um1 columna dc scforosa 4B activada para unir grupos tioles. 

El análisis de los aminoacidos funcionales ha mostrado que al menos 3 grupos 
carlmxilo cstim imolucrados en la unión y transporte de Ca2·• al uniportador 
(Rccd y By¡¡ravc. tQ75) 

FI alto contcnid" de scrina de la fracción rC i\ provee a la molécula de una gran 
cantidad de h'fllpos hidroxilo, los cuales son sitios potenciales dr unión de Ca2 •. 
Es posible que estos grupos carboxilos e hidroxilos jueguen un papel import:mte 
en el proceso de unión a Ca2 •. 
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Sin embargo, solamente conociendo la secuencia aminoácida de esta proteína 
pueden hacerse especulaciones confiables acerca de su estructura y sitios de 
unión para Ca2+ y para activmlorcs e inhibidores. 

Composición de carbohidratos de la fra,,ción rC ¡\ 

Algunas de las fracciones que han sido asociadas con el uniportador 
mitocondrial de Ca2+ comirnen hcxosaminas y fípidos (tabla 2). La 
compos1cwn de carbohidratos del péptido aislado (tabla 7), muestra un 
predominante contenido de rnanosa y n-acetilglucosamina, micntr:is que nn se 
detectó N acetil-D- glucos<imina. 

Tabla 9. Composición de carhohidratos de la fracción rCJ\ª 
J\.lcmosacárido Fracción 

galactosa U.04 
manosa J.00 
glucos:1 0.20 

N-acctiJglucu~amina 1. SO 
~lo siólico _______ ~_3 _______ _ 

ªLas rnur.!strns fücron ~onh:tidas a mctanúlisis en prcj:nd;i 

de mcsoinositol corno cstfsmlarJ. los glkósidos d~Sflll~!, lk· 

rc;H.·ctilarsc ft11.!ro11 rmaliz.ados por crom.ltogrnffa g:i!t-liquida 

en una columna capilar de silkon OV JOI de 25 mm X 0.32 

mm. Se muestran los \'a:orcs con T\!1'-l>c-.·to al L'Olltcnido de 

manos.1. No se dctt:l'IÚ N-D-ga1Jl'to!'>~1111inu. 

La lcetina concanavalina A es alin por estructuras del tipo que se rm:c:,:;;¡ c1i 1 ... 

ligurn 14 donde un csquelt:to de N-acctil-ll-glucosamma sr encucnna un1d11 a 
la protcin:1 a lr:l\éS de un residuo de asparagina, y cst;í sustituido pnr Jos 
esqueletos similares; pl>r tanto. una estructurn de este tipo pudiera encL•ntr:m,e 
en la fracción gliwprnte1ca (rCA) aislada en este trabajo. i\dcm:"is, w1a 
estructura glieosidica simple de este tipo lll• entra en rnnll1c1P wn una 
lncalizac1ón membrana!. 



~c-Ga~NeuAc) 

Asn-GlcNAG-OlcNAc-Ma~ 

Man (GlcNAc-Oal-NeuAc) 

/ª" 
Asn-GlcNAc-GleNAc-~ 

Man-Man 
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Figura 1-'. Estructuras glicosidicas reconocidas por la lectina concanavalina A. Se muestran 

dos estructura lactosaminicas ramificada con grupos trimanosídicos sustituidos por dos 
esqueletos de N-acctil-D-glucoo;amina. y w1idos n la proteína a través de un rsiduo de 

asparngina. Este tipo de cstntt:turns lactosaminic:as contienen cantidades despreciables de 

ácido siáfü.:o. Asn: asparngina; GlcNac: N-acctil-U-p.Jucos.1mina; Man: manosa; Ncui\c: 

acido siálko; Gal: galactosa. 

Contenido de carbohidratos de las diferentes fraccmncs 

El contcniJo Je carhuludratos de las diferentes 1f:1cc10nes obtenidas se muestra 

en la tabla 11. Es posible que ex1st:111 otros componenles glicosiladw. en los 

compartimcntns mirocondriales. como ha sido sugerido anteriom1cntc (de llemanl 
y cob. 1971 ). sin embargo. h:iy que tomar en cuenta que los valore> presentados 

en esta tahb estan snhrcestimados en el caso de las frnccioncs FSO y F90, por la 

mcomplct:1 separación de l:i s:1carosa utilizada en su preparación. y en el caso de 

la frac,·ión rC:\ por restos dd azucar utilizado para la clución de b coLunna de 

concana\'ahna :\. 



Tnbla 8. Contenido de cnrhohidrntos totales en las fracc~m1csª 
E-xtracto 

-----·-
PSl\1 
F50 
F90 
1CA 

Porcentaje de c:ubohiclrato 

17.1-1 
3.62 

21.JO 
10.00 

<iSc trntaron Ja:; mucstr.1:i COll 0. J mi de fonol 5°10 y 0. 5 -rn1 
de ácido sulfúrko por cnda O. J mi de c.xtrncto, dcspuC . .; de 
hcr...-ir durante 5 111h1 ~.e dctt..•nninú el contt•türh~ ~k 

carhohidrntos r0111par:mdo 1.1 ahs,Hha~1ci:! n ·190 nm r1~n L1 
de una curva cstñud:ird dt: glucosa. Lo~ \.·nlorc~. rcpn:~·. 1 :11t:t11 

el porccntnjc d1.• carhnl1idratos ¡,•on respecto ;il tni::~l 11 1.~ J,¡ 
prntdm1. PS!'rf: pankul.:ls suhmilocmuJrialcs, F50: trnn:ió11 
precipitada cc11 0·5l·º ... Je :.ulfato de ::uno11io. F90. frardóu 
111cdpitaJa con ..-:0~ 1 HJ'~i-. d~ su1fü10 ,fe amonio. rCn: fracción 
r1..•lcnid:t 1.'.D In t.:olumn.1 d..: l.:on1.·a;1a\11li11a A. Lo~ vnlnrcs 
rcpri::scntnr: una medición rcprc:-.en1a1iva. 

El transporte 11111<1rn11dri:1! de Ca2' se caractcíiza pur su alta afi111dad ( ""'''' ) 
lli¡trn\'c. IQ7.J), asi que 1:1 proteína que sea identificada corno el u111porladur 
mitocondrial de Ca2' debe tener la capacidad de unir a este ión rn11 un:: :lli111da,I 
semejante. Se midió la unión de Ca2 • en las diferentes fraccione' obtc:ud.1'; en 

presencia de 5 ftM de Ca2 · l.as fraccuines PJO y rCa presentaron '"' ,·aft•rc> 
m:is altos de unión de Ca2 · (tahla 9). 



Tabla 9. Unión de Ca2+ a las diferentes fracciones proteicaS'1 

E.tracto Ca2+ pegado (nmol!mg) 
MTC 0.21 
PSM 0.39 
F50 0.39 
F90 29.60 
rCA 36.70 

ªLa mezcla de reacción contenía Tris 10 mM pH 7.0, 
c\1racto protéico ( 1 mglml) y 5 µM de 45Ca. El Ca2+ 
pegado fue evaluado después de una cromatografia en 
Scphadex G-50. Los valores representan un experimento 
representativo. 
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Se calculó una constante de disociación aparente de 8 µM para el complejo 
fracción glicoprotcica rCA-Ca2' (lij.'Ura 15). La unión de Ca2+ es parcialmente 
prcvcmda por la desnaturalización protéica y por la presencia de Mg2+ en el 
medio, sin embargo, el rojo de rutenio no afecto las propiedades de unión de 
Ca2' de las diferentes fracciones. · 

Estm avasgos contrastan con las propiedades de w1ión de Ca2+ encontradas 
par:i la gl1coproteina aislada por Sottocasa (1971) y Lchninger (1971), y por otro 
lada apoyan In idea de que el sitio de w1ión de Ca2+ es independiente del sitio 
de unión de ro.10 de rutenio dentro del uniportadur de Ca2+ como fue sugerido 
por Rccd ,. Bygrave ( 1974). 
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FiJ.:nrn 1 S. JJ...!1Ló1ulc_r.a.~~ .. ___ :, la gli¡;_(1p_1.ott.~jr~a rC'.8.- i:or. rcspcclo ~Ja .q~ni:cJHJiH.:!im_ V¡¿ l ;~2 •. 

La mc7cla Je reacción cnntcnia Tri~ JO mM plf 7.í1. (''Xtrndo proteico rCA { 1 lllt!, 1a'.f) y l;is 

i.:m1ccutnu.:inne:t indicad~s de ·15('::. FI Ca~' pcµad" füi.: crnfu;.tdü di::;puC» d1: 1111,1 

crumatop.rafia c11 Scphadc'\ (i .. So.1.,1.-. valore.:~ r~·prt:~l·1:ta1i 1111 cxpcrim1.11:0 H:op1c ... ~·11tati\o 

l "1 unión de t':12 · puede Jehersc a la uninn del ión a liisfolip1do,. ·¡ '"'n .' , ub 
: 1''7u) reportaron ljUC cienos llisfol1pid<1'> su11 capaces dt• ww y tr:in·;p!>rt·v 

cationes a través de una fase lipid:ca La card1ohpma y el úcidil foslatid1co 1 q;,c 

pueden encontrarse en l:i mcmbran;1 mtcm:i rnitoC<;11J11al 1 lll"ncn aclJ\ 1d ... : 

1<1noforél1,·a 'imilar a 10110foros como d X537,\ D1rht1s fosl(ili¡mlo> tr;111.>p,>1idr. 

callones d1v;1kntcs en un proceso que es inhihidn por ro¡o de rutenio !\si <11<c· 

hay que diferenciar este proceso del transporte a travcs de l:i rroll'lll<I tk' 
uniportador. y esto puede real11:arsc ya que el transpm1c lllUlll'ldt• fHH 

fosfoli¡mlos no es dcpemlicntc del pi 1 entre pi 1 5 ~ a SJ 
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Discusion 

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

Tabla to •. Constantes cinéticas del proceso de transpone de Ca2+en . . 
mitocondnas conwletas rcoonadas oor diversos autores. 
Parametro Valor Referencia 

Capacidad Maxima 3 µmol Ca¿+/mg Scarpa y Azzone, 1970 

Ko.s Akennan, 1977b; Crompton 
1·189µM y cols, 1976; llutsou, 1977; 

Pfeilfer y cols., 1976; 
Vinonradov v Scama. 1973 

Vmax 400-1200 nmol Dragad in y col s., 1979; 
ca2+tmin mg Hutson y col s., 1976; 

Vinogradov y cols., 1972 
McMillin-Wood y co!s., 
1980; Vercesi y cols.. 1978 

Coeficiente de Hill 1.7·2 Oragadin y co!s, 1979; 
Dygrave y col s .. 1971; 
Heaton y Nicho U s. l<J76; 
llutson y co!s .• 1976; Rced y 
llygrave, 1975; Scarpa y 
Grazziotti. 1973; 
Vinogradov v Scar¡ia, 1973 

fuhibición por rojo de Ki=JOnM Reed y Hygrave, 1974 
rutenio 
Inhibición por KO.S= IBOµM Lcnzcn y col s .• 1992 
cspcrrnina 
Activación por K0.5=5011M Lcnzcn y cols., 1992 
esnem1ina 

Esta variación relleja la diferente acti\'idad del sistema uniportador en respuesta 
a condiciones experimentales diversas, así como el control cinctico ejercido por 
los sistemas de cllujo de Ca2+, i.c. el íntercambiador Ca2 '/Na+ y el 
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intercamhiador Ca2+/H+ Además de que los par:ímetros reportados son de 

dificil interpretación debido a Ja dependencia del transporte de Ca2+ en el 
potencial clectrico transmcmbranal. 

Por otro lado, no se ha descartado la posibilidad de que exista más de un 

sistema de entrada de Ca2+ a Ja mitocondria, a través de varias proteínas con 
esta única función, o por medio de proteínas cuya principal fucion no es el 

transporte de cationes. Una evidencia que apoya esta idea fue obtenida por Fry 

Green ( t979) para la subunidad l de la citocromo e oxidasa. 

Ninguna de las fraccioncr. aisladas hasta la fecha puede identificarse 

incquíFicamcntc con el wuporiadcir rni!ocondrial de Ca2+; y 13;; razones para 

esto pueden sintetizarse en 4 principalmente: 

l. Algunos ensayos empicados par~ C\'aluar el transporte de Ca2" no mi1kn 

directamente el mov1mi~nto del cmió11. Los ensayos de hinchamiento 

mitoconJrial utilizados por 131ondin ( 197~) s,in un ejemplo. y.1 que son mús 
sensibles a cambios en h1 conccntracitin de Mg2' que a la de Ca2'. Los 

ensayos de liberación de glicoprotcina utilizados por Prcstipino y cols. 
J 197~ ¡ tampoco rcsponden directamente- a movimientos dc Ca2" sino 

probablemente a h1 unión ele la glicoproteína a !;1 supcrlicic de h1 membrana. 

2. Ciertas fracciones aisladns reprcsl·ntan el l 'Y.1 o más de la proteína 

mitoconclrial (Giimcz-Puyou y mis .. 1972; Sottocasa y col>.. 1972) lo cuül 
contrasta con el número de acam•adorcs calculado por Recd y Bygravc 

( 197~). 0.001 nmol/mg de proteína mitocondrial. 

3. Se ha demostrado la identidad de ciertas preparaciones con contaminantes 
extracl'lularcs (Mironova y mi>, 1993). 

4. La mayoria de las fracciones asociadas al uniportador 11l> presentan las dos 
características principales de éste. es decir, sensibilidad al rojo de rutenio y 
dependencia en un potencial transmembrnnal (Sottocasa y cols., 1972; Sokolovc 

y Brenza, t983; Mironova y cols. 1982; 1993) 
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Entre los componentes que han sido asociados con el uniportador se encuentran 
tanto proteínas solubles como insolubles; además de proteínas que cambian sus 
propiedades hidrofóbicas o hidrofilicas bajo diferentes tratamientos ( Gómcz­
Puyou y cols., 1972; Souocasa y cols, 1972), como la fracción F90, aislada en este 
trabajo, que se toma insoluble después de separar la sal de sulfato de amonio 
por medio del proceso de diálisis. 

Una disminución de la solubilidad de estas fracciones, en presencia de sales o 
Ca2+, puede estar relacionada con la asociación de las proteínas a la membrana 
mitocondrial. Lo anterior fue sugerido por Preslipino y cols. (1974), quienes 
estudiaron las propiedades de la glicoproteína aislada por Carafoli y Sottocasa 
(1974). Una tercera parte de dicha glicoproteina pudo ser aislada por choque 
osmótico, mientras que las dos terceras partes restantes requerían de agentes 
caotrópicos como iodosalicilato para ser extraídas. La glicoproteína es 
extremadamente ácida, ya que se compone de ácido aspártico y ácido 
glutámico en una tercera parte. 

Prestipino ( 1974) proponía que el Ca2+ sirve como un puentrc entre las cargas 
negativas de la glicoprotcína y las cargas de los fosfolípidos. De esta manera, la 
glieoproleína puede asociarse a la membrana y liberar el catión del olro lado de 
ésta. 

La fracción glicoprotéica rCA aislada en este trabajo no parece necesitar de la 
presencia de caz; para asociarse a una membrana. ya que más de un 80% de la 
muestra utilizada en los ensayos de reconstitución se asoció a los liposomas de 
lccitina. 

La captación de Ca2; en mitocondrias completas es un proceso probalbemente 
asociado con un ionóforo móvil, pur su vr:locidad y especificidad. Los 
ionóforos en general se componen de un extcnor hidrofobico y un interior 
hidrofilico en donde el ión. en este caso el Ca2+, puede acomplejarse con 
grupos cargados negativamente como earboxilos o hidroxilos. 

Un ionóforo elcctroforético es capaz de responder a un potencial 
transmembranal, además, aniones lipofilicos pueden aislar al complejo 
ionóforo-catión de la membrana. En el caso de la proteina aislada por Jcng y 



Shamoo ( 1980) la "calcipurina", esta no es afectada por iones lipofilicos, lo que 

indica que el complejo catión-ionóforo no es neutro. o que el lransportc es 
debido a los lípidos contaminantes, esta última idea fue corrohorada por 
Sokolove y Brenza (1Q83). Adcmús, para ser identificado como el uniportador 

de Ca2· .. un ionóforo debe responder a un potencial trunsmembnuml. parámetro 
que no ha sido demostrado para la mayoría de las preparaciones :Jsociadas con 

el uniportador ( tabl:1 2). 

Por otro lado los ensayos de transporte de Ca2' utilizados por diversos autores 
difiere grandemente. Mironova y cols. (1982; 1993; 1994) utilizaron el sistema de 

bicapas lipídicas, sin embargo no se hicieron controles con otra proteÍllJ no 
relacionada, por lo que no puede rnncluírse que sólo esta preparación es capá7 

de inducir cambios en la conductividad al Ca2+ en este sisrcnin. La cantidad de 
proteína. así como la concentrnción de Ca2·• que utilizaron estos autores fue 

extremadamente :ilta (en el int<.:rvalo miltmular), lo que puede llevar a ohtencr 

resultados artificiales. 

El cnsJyo de transporte de Ca2' utili1.ando 45Ca tiene la ventaja de tener una 

selectividad absoluta por el isótopo. Con este método se mide la marca total en 

una fracción de la muestra. ya sea un prccipitauo o un sobrenadan!c, pero no ~e 
puede distinguir entre el transporte de Ca2 y la unión del ilin a la supat"tcic de 

liposoma u otros componentes del medio. 

Los experimentos son largos, y las preparaciones pueden dctcriornrsc l\dcmú.,. 

las concentraciones de CaH que se requiere utilizar son también alt:1s (en el 

intervalo milimolar). Si se desea utili7.ar concentraciones de Ca2' mc11orcs a 5 
11M elche utilizarse 1111 sistema combinado de amortiguadore; Ca/ECiTJ\ y 
cucnchco con rojo de rutenio o EGTA. 

¡\ conccntracmncs mayores a 5-1 O µM el tr;m,porte de Ca2· e:; ran rúp1do -al 

menos en mitocondrias-. que no se puede implementar exitosamente el sistema 

de cucnchco. y se mide unicamcnte la concentración de Ca2• en el equilibrio. 

cuando se ha equilibrado ésta de uno y otro lado de la membrana. es deci1, no 
se pueden determinar velocidades iniciales de transporte 
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El ensayo de transporte de Ca2+ utilizado por Zazueta y eols. (1991; 1994). en 
vesículas lipídicas con citocromo e oxidasa incorporada, presenta las siguientes 
desventajas: 

-Se tienen que reconstituir cientos de µg de muestra para evaluar el 
transporte. 

-Se tienen que utilizar concentraciones de Ca2+ en el intervalo mM, con 
lo que tiene que producirse wia diferencia de concentración de Ca2+ muy 
grande entre uno y otro lado 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 preparación de Zazueta y col s. ( t994). es la preparación que 
más probablemente contiene a los componentes del sistema uniportador de 
Ca2+, ya que se demostró convincentemente que transporta Ca2+ de una 
manera dependiente en un potencial transmembranal y sensible a rojo de 
rutenio. 

En este trabajo se utilizaron amortiguadores Ca/EGT A, para reducir la 
concentración de Ca2+ a la que son expuestos los liposomas. El uso de este tipo 
de amortiguadors se ha hecho cada vez más común en los estudios bioquímicos 
con mitoeondrias, ya que la fracción del Ca2+ que interactúa con los sistemas 
enzimáticos es la fracción ionizada o libre. La concentración de Ca2• libre en el 
citosol se encuentra en el intervalo submitocondrial (llansford, 1985; McConnack y 
cols, 1990); y la manera de manipular esta fracción del Ca2+ incluye el empico 
de quelantcs de Ca2+, que sirven como amorti¡,'tladores del catión entre 50-
1000 nM de Ca2• libre. Entre los quelantcs más utilizados se encuentran el 
EGTA, el HEDTA y el NTA(ácido nitriloacético). Estos quelantes pcnnitcn la 
manipulación de concentraciones de Ca2• en el mtervalo submicromolar. en 
presencia de concentraciones milimolares de Mg2 · 

El uso combinado de amortiguadores Caiquclante. con indicadores 
fluorescentes para Ca2+ pcnnitc la determinación cuantitativa de la 
concentración de Ca2•· libre. En este trabajo se evaluó el transporte de Ca2+ en 
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vesículas lipídicas con Fura 2 en el interior. Esh! sistema presenta la; sigwcntcs 

vcnt:ijas: 

-Debido a la sensibilidad del indicador lluorcscente pueden utikt.arse 
concentraciones d·~ Ca21 en el imcrvalo nanomolar, lo que, aunado al urn de 
amortiguadores Ca/EGTA pcnnitc una adecuada maniplúación de las 
concentraciones libres de Ca2•. 

-Se requiere de poca proteína para ser reconstituida en los lipo.,omas. 

-Pueden cstimar~c \'elocid'.1des iniciales de transpone, asi como la 

dependencia en un potencial truns¡111:mhranal. 

-Se obtuvieron vcsiculah de ~~ran tamaño (en el orden de 1 ¡d/mg de 
fosfolípido), lo que representa rnia ventaja para la mcorporación de proteínas y 
para medir el transporte de Ca2•. 

For otro lado, a pesar de que el volumen de la vesícula es grande, resulta dificil 
cvalwr la inhibición por otros cationes ya que interfieren con la lluorcscc11cia 
del indicador. 

La glicuprotcína aislada en este trabajo fom1a parte de la fraccion :miada por 
Zazucta y cols. (JQQ4), a pesar de n1> contener exactamente la~. mismas 
proteínas. Antil'.Ucrpos preparados contra dos de las protcinas en la fracciún 1.k 
Zazucta y cols. ( t9Q4) inhiben el transporte de Ca2+ en mitocondna'.. \' 
mitoplastos (Zazucla y cols.. IQ94). pero estas dos proteínas no han sido 
reconstituidas todavía en liposomas. 

La preparacion glicoprotcica obtenida en este trabajo si fue mcorporada a 
vcsiculas lipidicas y se encontró que transporta Ca2• de una manera 
dependiente del potencial transmcmbranal e inhibido por rojo de rutenio. La 
velocidad de transporte de Ca2+ se incrementa w1as 1 O veces con respecto a la 
fracción F90: y hay que hacer notar que esta preparación consta de um1 banda 
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de 40 kDa y 3 oandas menores, y que probaolcmcnlc alguna de éstas 
corresponda al péptido de 20 kDa descrito por Z:tzucla y col s. ( 1994 ). 

l.:t glicoprotcinu rCI\ tiene un wmaño similar a las glicoproteinas purificadas 
por Sottocasa y cols. ( 1974) y Mironova y cols. (1982), sin embargo, su 
composición aminoacid:i y de caroohidratos difiere considerablemente de 
du:has pn.:paracionc.». Por tant<' no puede ser identificada como alguna de éstas. 

No se e.~cluyc. la posibilidad de que nuestra preparación contenga algún 
coniaminantc citoplásmico. para Jo cual hubiera sido conveniente medir 
enzimas marcadoras mitocondriales en las preparaciones obtenidas. !\ c~te 

respecto. la preparación de M1ronova y cols. (1993), fue considerada como un 
rnntan1irrante cxt1amitocondrrnl ya que su extremo amino teminal coincide c:on 
la proteirra orosomucoidc <'.ltoplasmica. Sin embargo. Ju glicoproteína de 
Mironova (1993) 110 puede S'!r identificada inequívocamente con la proteína 
orosomucoidc ya que, anticue1 pos dirigidos contra la rrotcína citoplásmica no 
inhiocn el transpone de Ca2' en mitocondrias ni en mituplastos. y. anticuerpos 
dirigidos contra la glt.:oprotdrw rtll rcaccmnan con la orosomucoidc, lo que 
indica que son dos proteínas diferentes. 

Mrronov:i y col s. ( 19'>3 ). sugieren que el unironador fonna un complejo 
glicorrotcina-pépi"!n en el que rcqueños pértidos se asocian rara fomrnr un 
c;111al acuoso a que atr;r\'ie.~a la membrana: y una fra· ción glicorroléica que 
cumple funcione' de reconocimiento rar:t Ca2' fMironova. 1'1'13), y de 
regulación del lranspmtc de· (';¡2' ror t'ationcs divalcntes y poliaminas 
(1\íironn\·a. 1 <1'14 J ..:! péplid<l formador de canales aislado pur Mironova y col s. 
( l 'l'l.l i func1on:irb co1111> w1 canal de lranspone r:ipido para Ca2', en \ez de ser 
um 111Plécula s1111rlac a u;i 11inoforo móvil, como fué sugerido por varios autores 
~:.iottol·asa. JO"~¡ Biondir;, 1º7·L Jcng y Shamuo. IQRO). 

La glirnproteina ar>lada en csle traba.10 presenta característica~ cinétic:1s 
sirmlarc> a b:. asnc1adas :ti transprotc de Ca2' en la mitocondria entera. Sin 
embargo. la panrcrpación de los componcnles de ba.10 pesn molecular no puede 

ser exclmd;1, ;, fl""" de que ;úlo representan el 20% de la preparacilln. Es 
posible que. como ha sido sugerido por Prestip1110 ( J'l74J y pnr Mironova ( 1'1'13). 
la g,icorrntcma sirva como sitio de rec11nocim1ento para el Ca2 •. y que los 



componcnlcs de ba.io peso rnoJ,:cular fonncn el cnnal de p:iso d~ c:l!i~.::cc .1 

través de la membrana. Nue~lrn prcpararic»n en forma nati\':l puede con<.t:lU!i 

un complejo de varias suhu111dmks con estas fun~ioncs. Esta última idea tendría 
que ser evaluada scrJUrnnd<> d•chns componentes y rcconstituycndol0·, 
lipnsomas indcpcndicntemcm e 

Otros componente~ 111it1:v~·\\ndru 1 :.'.'. g!icr. 1silaLius han sido ab!~HLls y ~.~~ h.~ 

encontrado que unen r. ;1.' · ·¡ .•<>lm1uklnrncdnw ;· col~;. ( 1'172' rcpc111<1 el 
aislamicnt<1 <le una gl!cnprutl't:L--: d1.: m1trn.:onc.lria dl· hig,:do di: : at~ i.:ap:.t,. de 
captnr Cu2• ccm alía afu,1cl;:rl :\!!·Hlr:t et al 11<JiJ) dcscrib10 rl aisla1111t•nli• de 

un glicoprotcin~ Je n11t;.1:·u11<'.n;1;¡ ~k unfl':1.a adn ... ·naL l;Sta tiL·ri.· nw11nr ~i!!n.iJ:id 

por Ca2· que la g!i .. :oprolcill;i ,,1,,)a,;·.1 por Tashmukhamed<I\\ y:,·\,;. (J<n!) i'u1 
otro lado Carat<lli y Sott.tK'a·.~1 1 l\l''~J. nuriílLaron una gl!1.'t•J'~,·~1·P1a d,· _p, LD~t 

loc:llizada rantp en la membrana mlei11:1 cot110 en el c:.-ip:tvu: 1nh'n>.~·..;n\'-,r:.u1:1l 

esta glicoprotei11:t l'S altl!i1entc '.:: ::~ir~1 .\· rcpre<..cn1:1 :1pro\im:~'. .. L:'.~· •!t.'..:.! i'~·,, ch 
la protcina 01itm:ondri;il Si: ·~'IH'n~:-t\ a.fcn~:is que la1 1;fJp:.i1.:;dad ¡'ara ur¡r1 \.. ':1~ • 

dt!pcndc Je la prC'!-ICJJt.:ia ,;e ·!cllli, \1:tl1...:P l'll la rnuli.:•:ula. pero •.'.1i~· 1:t1n1p111H'nte 

fue incnp3í' de medi:H el trar1,¡ 111;·1.· ~k L:1"'· Se .-.ugirw ..:ntull•:l:-. q:it· ei \..a·1 · e~ 

importante par:t la avK1~c1~·1:, d1: dit:h.1 prntl'ina a la mcmbr:ma. 

Se t.•\·idcnció cn est· ... • 1ra~>~~.J•i 1.p1:.: el ro10 de rutenio nn e:, un Lu:11 :~1.tn::1dor ,k 
componente~. ghcus1lad11:-> <.,111 cml•aig1), rrcicntcmcnt(' \l' 1p1.:-,In1 1.¡u .. · d 
inhihidor mús cfect1Vl\ d\.•I tran .... pont· dl' Ca2• es un l·ont;.un¡n.l:ile d.:::1•lc~i: dd 
rojo de rutenio (\'i11µ t·t al. Jito¡ 1. ~ st· ha sugerido qu·.~ ~e prt.fri i ;·.'.irt~lccll l'I 
unip11rtadur ut1ii1ando i:sh: L'01llfWl'<.;l 11 en una té<.:rlit:a r:rnnatot!~;1l11...:1 

El anal"" le cmhnlmhatos llc,·:1d11 a c·aho p:ua la gl1rnpro1,·1;,;i ::1•.!.;d:1 e, c:,t." 

trabajo asegura qut· la fract:JlHl µlicos1dica se encuentra umd~1 :1 l.1 prP!1..'tll.t ck 
fonna l'OV<1lcnlc. a d1fcrl'nc1:1 de la glrcoproteina aisbJa por i':.nh11 '. ··"·''' 
( (Q7t>; IQK1) 

1.u presencia Je otras ghcoprotl'inas en Jos compart11ncntos 11111ou11Hf11alc .. 
C\'tdcnciad<1 en este trabajo lw sido repo11<1da prc\ian11:ntl' 11;, llrn1JJ.i, rn\, 

f<171 ). La mnocondria es capáz Je sintetizar glicoproteina~ (Bo''"'ª'"' ami Monm. 

l<ICl'I), asi como N-glicoconjugados, por la \'ia del dilicopirofosfoto 11 c\lal et al. 
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1989), además de ser capáz de transferir estructuras glicosídicas de nucleótidos, 
directamente a aceptares proteicos (levrat t-t al., 1990). 

Los resultados presentados aquí indican que la preparación glicoprotcica rCA 
presenta las principales características del sistema de transporte de Ca2+ 
mitocondrial, y que contiene al menos un componente glicosilado y algw1os 
componentes minoritarios. 

El contenido de carbohidratos de la fracción rCA es menor al 10%, y su 
participación en el proceso de transporte de Ca2+ debe ser evaluada 
removiendola con enzimas específicas como la endoglicosidasa 11 Ln 
regulación de la actividad de la fracción glicoprotcica rCA por espem1ina c>tá 
también en el orden de lo reportado para mitocondrias completas. Por últmw, 
esta preparación no puede ser identificada com la glicoproteina preparada por 
Sottocasa y cols. ( t 972) o con la obtenida por Mironova y col s. ( 1982), ya que 
diliere en composición de amin:ícidos, así como en polaridad. 
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Conclusiones y perspectivas 

En este trabajo se purificó una fracción glicoproteica (rCA) con un componente 
predominante de 36 kDa, a partir de un extracto de proteínas membranalcs 
mitocondriales. La fracción está probablemente asociada al sistema de 
captación de Ca2+ en la membrana interna de la mitocondria, ya que las 
constantes cinéticas obtenidas al reconstituir la fracción en liposomas con Fura-
2 en el interior coinciden con lo rcpn11ado para mitocondrias completas. El 
sistema utilizado para evaluar el trnnsportc de Ca2+ de este extracto pem1itió la 
detección de pequeños movimientos del ión dcviclos a la mínima cantidad 
obtenida de la fracción rCA 

No puede atribuirse cnn toda ccrtcz:1 que el componente de 36 kDa ~ca cl único 
responsable del transporte de Cn2 • en las vesículas ya que existen componentes 
minoritarios en la prc¡mración, los cuales pueden separarse si se aislan 
cantidades mayores de la lfacciún rCa, y se somete a separación por 
intercambio iónico. Se ha caracterizado b fracción glicosidica de la 
preparación rCA, y puede cstudimsc su p•nlicipación en el proceso de 
transporte haciendo ensayos en los que se remuevan los grupos -:arbohii.lrato,; 
mediante cn11111ns especificas comilla endoghcosidasa 1 í 

Nuestra preparación no puede 1Jentilicarse como alguna otra de las 
preparacwncs obtemdas por oJros autores. ya que tiene propiedades químicas ~ 
cinéticas diferentes. Sin embargo, no se hicieron controles muy cxtrictos para 
eliminar la posibilidad Je que nuestra preparación sea un contaminante 
citopl:ismico, y por tanto es importante que tras la sccucncrnción de la proteí11a 
de 36 kDa, ésta se compare con proteínas citoplásmicas conornb:;. l .a 
secucnciac1ún adcm:b pcritir:i estudios estructurales más t·~t•·nso' que lle\ en :1 
una mejor explicación ,JcJ proceso de transporte de Ca2 · mcdrndo por <:'>!a 
frace1cin. Por úlllmo. <•lro componente Je! sistema uniponador de Ca2 · puJo 
quedarse en la fracción que no es rctenii.la en la columna Je concanavalina ,\, 
por lo que esta posibilidad debe ser explorada. 
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