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_.donde la relatividad es evidencia de que los avances cientificos pretenden ser

relevantes en su tiempo y desde un enfoque. (Acoplado de Einstein)

...Ia percepcion y la capacidad tecnolégica nos alcanza para evidenciar fendmenos que

después podran ser revocados por nuevos descubrimientos.

La naturaleza es, aunque no comprendamos su escencia o funcionamiento: saber.

Stalin.




ABREVIATURAS

AY Potencial transmembranal

AdNT Translocador de adenin nucledtidos

ADP Adenosin difosfato

AsO Anion Arsenito

ATP Adenosin trifosfato

CAT Carboxiatractilosido

CHAPS (3-(3-colamidopropil) Dimetil-amonio-propano sulfonato)
CSA Ciclosporina A

DTNB Acido 5,5'-Ditio-bis(2-nitobenzoico)

DIT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGTA Etilenglicol-bis(B-aminoetil éter), acido N,N,N’,N'-tetraacético
FCCP Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenil hidrazona

GSSG/GSH  Glutation oxidado y reducido

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico
HS™ SH Enlace ditiol

MMC Megacanal Mitocondrial

NEM N-etilmaleimida

Pi Fosfato

PTP Poro de la Transicién de la Permeabilidad Mitocondrial
RR. Rojo de Rutenio

ROS Radicales libres derivados de oxigeno

§T8§ Enlace disulfuro

SH Tiol o sulfhidrilo

TPM Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial

TRIS 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanedio! (Buffer)

VDAC Canal Aniénico de la membrana Dependiente de Voltaje
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INTRODUCCION

Las células presentan una compartamentalizacion que delimita la distribucion de
los procesos celulares en organelos, simplificando y acelerando la funcion celular en
general (Arinze y Hanson, 1980).

Las mitocondrias son compartimentos intracelulares de los tejidos con metabolismo
aerdbico. Estos organelos tienen una longitud aproximada de 1.5 a 2 um y un diametro de
0.5 a i pum. Las mitocondrias estin delimitadas por una membrana doble, es decir, dos
membranas unitarias separadas por un espacio intermembranal, mientras la membrana
externa es lisa y continua alrededor de la mitocondria, la intema forma extensos
plegamientos irregulares (crestas); el aspecto de las crestas puede ser diferente segin el
tejido del que procedan e incluso del medio en que se encuentran suspendidas. El interior
del organelo, lieno de liquido, recibe el nombre de matriz mitocondrial (Whittaker,1978).
En las mitocondrias se desarrollan funciones celulares muy importantes como la
fosforilacion oxidativa y el transporte de electrones de la cadena respiratoria {Voet y

Voet,1995).

MECANISMOS DE TRANSPORTE DE CALCIO MITOC ONDRIAL

Hasta hace algunos afios se consideraba que las mitocondrias acumulaban Ca®’,
para amortiguar o reducir la concentracion de Ca’' citosdlico en respuesta a las
variaciones de este ion dentro de la célula (Akerman y Nicholls, 1983). Actualmente se

sabe que el calcio modula la actividad de algunas enzimas intramitocondriales como la




isocitrato deshidrogenasa, 1a a-cetoglutarato deshidrogenasa (participantes en el ciclo de
Krebs), y la pinuvato deshidrogenasa (Denton y McCormack, 1990; Hansford,1994).

Durante las ultimas dos décadas se han obtenido evidencias de que el Ca” juega un
papel importante en la regulacion de numerosas funciones celulares, asi como en el
metabolismo energético, por lo que resulta evidente la importancia que los sistemas de
transporte de Ca® mitocondrial juegan para amortiguar los cambios de concentracion de
Ca® citosolico hacia la matriz mitocondrial y regular algunas actividades bioquimicas
mitocondriales (Shey-Shing y Mei-Jie,1994).

La selectividad en el transporte de Ca”" se desarrolla en la membrana interna dela
mitocondria, ya que la membrana externa posee proteinas que actlan como poros no
. especificos para solutos de peso molecular de hasta 10 kDa (Zalman et al.,1980); por su
parte, fa membrana interna presenta una permeabilidad especifica en la cual el intercambio
de iones se lleva a cabo mediante acarreadores inmersos en la membrana (Gunter y
Pfeiffer, 1990).

La acumulacion de calcio es un fenémeno dependiente de energia, ya sea por la
oxidacion de un sustrato a través de la cadena respiratoria o por la hidrélisis de ATP; lo
que genera un potencial de membrana interno negativo (entre 140 y 180 mV) que favorece
la entrada de Ca®* (Carafoli,1975, Akerman y Nicholls,1983). La capacidad mitocondrial
para acumular calcio dentro de la matriz puede exceder | pmol por miligramo de proteina
y la afinidad para captarlo es suficiente para reducir la concentracion de calcio libre
externo a 1 uM & menos.

Existen evidencias de la existencia de cuatro mecanismos de transporte de Ca®” en

la membrana interna mitocondrial de los vertebrados. El primero es la entrada de caicio a




través de un uniportador; los dos siguientes implican el mecanismo de salida, tanto
dependiente de Na’, como independiente de este catidon. Y el tltimo se relaciona con un
dramatico incremento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Gunter y
Pfeiffer, 1990, Gunter y Gunter,1994), que lleva a la salida de Ca®” entre otros solutos.

La captacion de Ca®” por la mitocondria, se ha descrito como un “proceso activo
secundario” ya que la acumulacion se inicia después de un gasto de energia metabolica de
la mitocondria para mantener el potencial de membrana que induce la entrada de calcio
(Gunter y Pfeiffer,1990). El término de “transporte activo primario” describe la situacion
en que la energia metabolica producida a partir de la hidrolisis de ATP esta acoplada
directamente ai flujo del transportador (Op. cit).

La concentracién del Ca® dentro de la matriz mitocondrial es menor que en el
espacio externo, por lo que el flujo de entrada es energéticamente favorable, mientras que
su salida requiere de energia. EIl uniportador (U) de Ca® mitocondriat facilita el
transporte de Ca®* hacia el interior a favor del gradiente electroquimico de este jon. El
mecanismo de salida independiente de Na' (1) actila como un intercambiador activo de
Ca¥/2H", usando el gradiente quimico de H' como fuerza impulsora. El mecanismo de
salida dependiente de Na® (D) actia como intercambiador con unz estequiometria

Ca®*/2Na’; aunque se ha propuesto que la relacion pueda ser 1:3 (Gunter,1994) (Fig.1).

Uniportador de Ca®*

El uniportador permite la entrada electroforética de calcio en respuesta al

establecimiento del potencial de membrana, sostenido por la oxidacion de un sustrato o




por la hidrolisis del ATP. Bajo ciertas condiciones puede actuar en reversa, s decir, lo
hace bidireccionalmente.

Tiene una baja afinidad por el calcio (Km, 1-10pM). Por esta via el Ca¥ se acumula a una
velocidad de 10 nmol/mg de proteina-seg,‘1 (Carafoli,1988). El uniportador es inhibido por
rojo de rutenio (Ki, 30nM), por la serie de lantanidos (Reed y Bygrave,1974) y por c;tros

compuestos polinucleares (Tashmukhamedov et al..1972, Ying et al.,1991).

180 mV
+

Fig.1 Mecanismos de transporte de Ca?* mitocondrial. Tomado de Gunter y Gunter,1994.

Intercambiador Ca*'/Na’
2+

El intercambio Ca?'/Na’ es un mecanismo de salida de Ca activo, con una
estequiometria 1:2, aunque existe controversia si esta relacién es diferente (1:3) (Gunter y
Gunter,1994). Wingrove y Gunter (1986) determinaron los valores de Vmax, Kmy,, ¥
Kme, en mitocondrias  de higado: 2.6 nmol/mg.min, 94 mM, y 81 mM,

respectivamente;este mecanismo €8 mucho mas activo en mitocondrias de tejidos

excitables, por ejemplo, corazon y cerebro. La salida de Ca® a través de este




intercambiador, es activada por espermina y espermidina (Nicchita y Withamson, | 984}, es
inhibida por Mg”", por altas concentraciones de rojo de rutenio (Wingrove y Gunter, 1986)

y por verapamil (Wolkowicz et al.,1983).

Intercambigdor H/C”

Este intercambiador activo permite fa salida de Ca®" por dos protones que entran a
ta mitocondria, recibiendo parte de su energia de la cadena de transporte de electrones
(Gunter et al.,1991). Este mecanismo es completamente independiente de Na” (Bernardi y
Azzone, 1979, Gunter y Pfeiffer,1990). Los parametros cinéticos mas altos reportados
para este mecanismo son Vmax= 1.2 nmol/mg-min”, Km= 8.4nmol/mg (Wingrove y
Gunter,1986), en mitocondrias de higado. La salida se inhibe con bajas concentracienes
de desacoplantes (Bernardi y Azzone, 1982, Gunter,1990); el S (Gunter et al.,1988) y el
Mn® (Gavin et al,, 1990) lo inhiben competitivamente pues son transportados por este

mecanismo.

Transicicn de la Permeabilidad Mitocondrial

Ademas de los transportadores especificos mencionados, existe un cuarto
mecanismo de transporte, en que la permeabilidad de la membrana cambia y se hace
inespecifica (Hunter et al.,1976), permitiendo el paso de diversos jones y moléculas de
hasta 2.8 nm de diametro (Massari y Azzone,1972), correspondientes a solutos con una
masa molecular de alrededor de 1.5 kDa (Bernardi et al.,1994); aunque Igbavboa et al.

(1989) y Chavez et al. (1992), reportaron la salida de moléculas mayores. Este dramatico

incremento en la permeabilidad ocurre después de la acumulacién masiva de calcio y




puede inducirse mediante una amplia variedad de agentes (Zoratti y Szabo, 1995). Asi la
transicion de la permeabilidad mitocondrial es considerada como una forma de transporte
de Ca¥. Se ha sugerido que opera en condiciones patologicas (Gunter y Pfeiffer,1990,
Richter,1993), en la muerte celular programada o apoptosis (Kroemer et al.,1997, Qian et
al.,1997) y recientemente se ha propuesto que puede funcionar también bajo condiciones
fisiologicas (Ichas y Mazat,1998).

El mecanismo mediante el cual la membrana pierde su impermeabilidad, no se ha
definido con precision, sin embargo se han propuesto dos hipotesis: Beatrice et al. (1984)
propusieron que el daio en la fase lipidica de Ja membrana se debia a la acumulacion de
lisofosfolipidos y acidos grasos de la membrana productos de la actividad de la fosfolipasa
Aq dependiente de Ca” y a la inhibicién de una acil-CoA aciltransferasa. Por otra parte,
Hunter y Haworth en 1979, postularon que la permeabilidad inespecifica es causada por
un poro proteinaceo transmembranal y que los inhibidores y activadores de la transicion se
unen a sitios especificos del poro afectando la apertura o cierre de forma alostérica. El
consenso actual es que la permeabilizacion de la mitocondria se debe a la operacion de
este poro proteinaceo. La hipdtesis del dafio a la fase lipidica de la membrana también ha
recibido apoyo; sin embargo, las siguientes observaciones la descartan: ta ciclosporina A
(CSA) previene y revierte con muy alta afinidad (2 nM) la transicion de la permeabilidad
en mitocondrias aisladas (Broekemeier et al.1989). Al-Nasser y Crompton (1986),
argumentan que la reacilacion de los lipidos de la membrana seria imposible debido a que
durante la transicion se pierden pequefios solutos, incluyendo ADP y coenzima A que son
necesarios para dicha reacilacién; en 1988, Crompton y Crosti demuestran que el tiempo

medio de restauracién (1-8 seg) al aplicar CSA, es demasiado rapido para permitir la
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reacilacion de los lipidos, por lo que descartan el modelo de degradacién de lipidos
membranales.

Las condiciones para que se presente el fenomeno de la transicion son: una
acumulacion masiva de Ca®" hasta concentraciones suprafisioldgicas (Hunter et al, 1976,
Chévez y Holguin, 1988, Petronilli et al_ 1994}, y la presencia de un agente inductor que
puede acelerar el fenémeno (Zoratti y Szab$,1995). Este proceso se acompafia por un
colapso del potencial de membrana, hinchamiento y salida de solutos de la matniz (Chavez

y Holguin, 1988, Crompton et al, 1988, Igbavboa et al., 1989, y Petronilli et al.,1993).

Modulacién de la Transicion de la Permeabilidad.

Dentro de los diferentes tipos de inductores se pueden destacar: el fosfato; agentes
oxidantes (de piridin nucleotidos); agentes que reaccionan con grupos tioles (Cu?,Cd*’);
entrecruzadores y formadores de puentes disulfuro (6xido de fenifarsina, Cu/orto-
fenantrolina); ligandos del translocador de adenin nucledtidos y agentes desacoplantes
{Zoratti y Szab,1995).

Entre los inhibidores que contrarrestan o previenen la induccion del fenomeno
estan los adenin nucledtidos (ADP,ATP), asi como otros ligandos del translocador de
adenin nucledtidos (bongkretato); el Mg” y el Sr™'; agentes reductores de grupos tioles
(Ditiotreitol-DTT); agentes reactivos de grupos monotioles (NEM);, y albomina sénca de
bovino (Gunter y Pfeiffer, 1990, Zoratti y Szab6,1995). El inmunosupresor ciclosporina A
(CSA) (fig. 2) es el inhibidor mas potente del poro de la transicién de la permeabilidad

(PTP), que al parecer actha mediante su union a una ciclofifina mitocondrial (Griffiths y

Halestrap, 1990).
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Fig.2 Estructura del inmunosupresor Ciclosporina A (CSA).

Tomado de Wenger (1989)

Medicion de la Transicion de la Permeabilidad
Las técnicas para determinar el fenomeno de la transicion de la permeabilidad son

muy variadas, entre ellas se encuentran: a) cuantificacion del hinchamiento en




mitocondrias aisladas (Bernardi et al 1992, Lapidus y Sokolove, 1994, Zorattl Yy
$zabo,1995); b) medicion del poiencial de membrana (Chavez et al 1985), <)
determinacion de la salida o acumulacidn de Ca®', mediante indicadores metalocrémicos
especificos o por fluorescencia (Vercesi, 1984, Chavez y Holguin,1988., Chavez et
al.,1997); d) técnica de atrapamiento de sacarosa y el cierre posterior con EGTA, donde
pueden realizarse experimentos de cinética ( Al-Nasser y Crompton,1986, Crompton y
Costi, 1988, Zoratti y Szabé, 1995); €) la técnica de “patch clamp”, con la que se puede
medir el PTP a nivel de un solo canal (Kinally et al,1992); f) la utilizacion de compuestos
marcados (inhibidores o inductores), que se unan especificamente al componente
estructural o a la entidad molecular responsable de la regulacion (Chavez y Holguin, 1988,

Le Quoc y Le Quoc, 1988, Zazueta et al , 1998).

Modelos del Poro de la Transicion de la Permeabilidad

Basados principalmente en los efectos de los inductores e inhibidores, y segin las
técnicas establecidas para la medicion del fenémeno, se han propuesto diferentes modetos
para establecer la identidad del poro. Uno de los mas populares involucra al translocador
de adenin nucledtidos (AANT) (Hunter y Haworth,1980. Panov et al.,1980); en este
modelo se relaciona el efecto de los ligandos del AdNT (acido bonkrékico,
carboxiatractilésido, asi como ADP) sobre la apertura del poro de la permeabilidad
mitocondrial (Fig.3). LeQuoc y LeQuoc (1988), analizando el efecto de estos inhibidores

concluyeron que el estado conformacional “‘c” (citosolico) del translocador favorece la

permeabilidad de la membrana.




Griffiths y Halestrap (1991) propusieron un modelo similar, en el cual el translocador
adopta la conformacion de poro, después de la union de Ca” y de una ciclofilina
mitocondrial, enzima que acta como peptidil-prolil cis-trans isomerasa, ambos se unen al
translocador permitiendo la conversion del acarreador en un poro inespecifico. La union
de estos dos compuestos, del lado de la matriz, ocurre exclusivamente en el estado
conformacional citosolico del acarreador. La unién de la ciclofilina se inhibe por CsA,
evitandose la formacion del poro (Fig.4). Estas observaciones apoyan la participacion del
AdNT, sin embargo modifican ligeramente el modelo de Hunter y Haworth, ya que ellos
proponen que el poro puede formarse solo si la CSA es “secuestrada™ por la ciclofilina y
no por su participacion al unirse al acarreador.

Otro modelo es el de Mc Enery (1992), quien sugirio que la porina (proteina de la
membrana externa mitocondrial), junto con otras proteinas forman un complejo conocido
como Canal Anidnico de la membrana interna Dependiente de Voltaje (VDAC). Sugiere
que se puede formar un complejo supramolecular involucrando al VDAC, al AdNT y a
dos proteinas de 18 kDa, formando asi un megacanal mitocondrial (MMC), al que se
atribuye el papel de PTP (Fig.5).

Algunos autores proponen que puede existir una fusion transitoria (a manera de
“gap junction”} entre una proteina de la membrana interna y la membrana externa

mitocondriales y la responsabilizan del PTP (Hunter y Haworth, 1980).
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Fig.4 Modelo de Halestrap. El translocador de adenin nucledtidos conforma el PTP.
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Fig.5 Modelo de Mc Enery. El responsable de la funcion del PTP es ¢l Megacanal Mitocondrial. Tomado de Green y Reed (1998)



Dentro de los modelos propuestos hay que tener consideraciones acerca de las
formas de regulacion, las cuales pueden ayudar a aclarar la controversial identidad del
poro. Algunos eventos claves para la regulacion son:
i)despolarizacion de la membrana (pérdida del potencial fisiologico ~180 mV),
ii}pH de la matriz (~ 7.3 se favorece su abertura y a pH inferior a 7 se cierra) (Nicolli et
al,, 1993);
iijjcationes divalentes que actian en al menos dos sitios diferentes, uno externo que Si se
ocupa por cualquier Me™, incluyendo el Ca®, disminuye la posibilidad de abertura del
poro; y un sitio interno cuya ocupacién por Ca’ incrementa la probabilidad de abertura,
pero la pegada de otros cationes divalentes (como ST, Mg®" y Mn™") lo cierran (Bemardi
et al., 1992, Bernardi y Petronilli, 1996);
iv)la oxidacién de un tiol especifico que incrementa la posibilidad de abertura, dentro de
los valores fisiologicos del potencial de membrana. Es la interconversion ditiol-disulfuro
(HS—SH ™" 5-—8) de cisteinas vecinas, quienes afectan los estados de abertura y cierre,
asociandose una mayor posibilidad de abertura con la forma oxidada {S—S) (Le Quoc y

Le Quoc, 1985, Bernardi et al.,1994).

Participacion de los grupos tioles en la regulacion de la Transicion de la Permeabilidad
Mitocondrial.

En este contexto existen diversas hipotesis respecto a la participacién de los
grupos ticles, Hay evidencias de que el estado de oxidacion del par redox NADH/NAD'
de la matriz puede sensibilizar la abertura del poro en presencia de Ca™, que

probablemente afecte el estado de los tioles de las proteinas (Hunter y Haworth,1979}).




En 1984, Vercesi propuso que la acumulacion de GSSG {glutation oxidado),
asociado con la modificacion de los piridin nucledtidos mitocondriales, podria repercutir
en 1z oxidacion de grupos tioles criticos de proteinas membranales involucrados en el
mantenimiento de la integridad de la membrana.

En 1992, Zwinsky y Schmid reportaron que bajo condiciones de stress oxidativo,
el AdNT se modifica y Dierks et al. (1990) mencionaron que esta proteina tiene algunos
grupos tioles reactivos cuya modificacion en el acarreador reconstituido, puede inducir
propiedades semejantes a las de un canal.

Dentro de esta alternativa, Bernardi {(1994) considera que la regulacion de estos
tioles es sobre un sensor de voltaje, que a su vez puede ser regulado por muchos
efectores; sugieren la existencia de un potencial de abertura sensible a voltaje: a un nivel
de bajo potencial por la reduccion o substitucion de los -SH, el poro se mantiene cerrado;
mientras que se alcanza un alto potencial por la oxidacién o formacion de complejos por
parte de los grupos tioles (8-As-§, o S-S), y esto se traduce en la abertura del poro; por
ello atribuyen mayor importancia al sensor de voltaje que al potencial de membrana per se
(Gunter y Pfeiffer,1990, Bernardi et al.,1992, Petronilli et al.,1993, Petronilli et al., 1994,
Zoratti y Szab6,1995, Bernardi y Petronilli, 1996, Costantini et a},1996).

Por su parte Chernyak y Bernardi (1996) proponen que bajo condiciones
oxidativas, se distinguen dos sitios de regulacion de! PTP, en respuesta a esa oxidacion,
uno ligado a un ditiol critico y el otro ligado a los piridin nucleotidos. Dependiendo de la
oxidacion del glutation o bien de los piridin nucleotidos (tai vez NADH]}, se incrementara
la aparente sensibilidad a Ca? del PTP, debiendo estar el otro componente en estado

reducido , para que ese sitio sea el control.




Participacion de los grupos tioles en la Transicidn de la Permabilidad Mitocondrial.

Macedo et al. (1988) mencionan que hay un reingreso de Ca®" a las mitocondrias
inmediatamente después de la adicién de dithiotreithol (DTT) que regenera los tioles
membranales.

Petronilli et al. {1994) demostraron que bajas concentraciones (20uM) del reactivo
monofuncional para grupos tioles NEM (N-etilmaleimida) no inducen fa transicion del
poro per se y que el DTT (Dithiotreithol) inhibe y revierte la apertura causada por
menadiona, diamida, arsenito y TBH (tert-butilhidroperoxido).

En 1988 Chavez y Holguin reiteraron la participacion de grupos tioles al inducir la
salida de Ca®" con 5uM de Hg®* (con una afinidad de 6 nmol/img de proteina), y
propusieron que el sitio responsable de la liberacion de Ca*" inducida por Hg™" se localiza
en el lado externo de la membrana interna mitocondrial. Demostraron que la modificacion
de aproximadamente 1nmo} de -SH/mg de proteina es suficiente para promover cambios
en la permeabilidad membranal mitocondrial y que pueden atribuirse principaimente a

proteinas de entre 30 y 50 kDa.

Estudios con Cd** como inductor de la transicion de la permeabilidad.

Se sabe que el cadmio es un inductor de la transicion de 1a permeabilidad
mitocondrial (Sanadi et al., 1981, Rasheed et al.,1984). Estos Gltimos autores observaron
hinchamiento mitocondrial con Cd*' (1-5 uM) en mitocondrias de higado de rata;, sus
resultados sugieren que este catién actda sobre dos tipos de grupos tioles, une de ellos

induce la entrada de K' provocando el hinchamiento, y el otro provoca la salida de Ca”",
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Chavez y colaboradores (1985) reportaron que el Cd¥ induce la liberacion de
calcio intramitocondrial, y que inhibe competitivamente al uniportador de calcio, esto es,
que la via de acceso del Cd* a la mitocondria es a través de dicho transportador También
que una concentracion de 5 a 40 yM de CdCl; incrementa la hidrolisis de ATP y que 100
pM de ese mismo ion induce el colapso det potencial de membrana. Correlacionaron las
efectos de liberacion de Ca®*, con el abatimiento del potencial membranal; demostraron
que la accion de este cation divalente sobre el transporte de Ca® es debido a la
modificacién de grupos -SH vecinos, al revertir completamente la salida de calcio

utilizando el agente reductor ditiotreitol (DTT).

Los objetivos que propenemos son para tratar de identificar al componente
membranal que contiene los grupos tioles criticos que regulan fa transicion de la

permeabilidad mitocondsial, utilizando Cd** como agente inductor.




OBJETIVOS

Inducir la transicion de la permeabitidad mitocondrial con Cd*" a concentraciones menores
que las reportadas, utilizando simultaneamente el reactivo monofuncional NEM.
Identificar a la proteina en cuyos grupos tioles se desarrollan las transiciones redox, y que
estan asociados a los cambios de la permeabilidad de la membrana utilizando %cd?
Aislar la proteina que une Cd* por medio de técnicas de electroelucion y por
cromatografia de afinidad.

HIPOTESIS

La transicion de la permeabilidad mitocondrial estd mediada por un poro proteinaceo, cuya
abertura es favorecida por la modificacién de grupos tioles de la membrana interna, por lo
tanto si utilizamos '®Cd?* como agente inductor, podremos identificar a la proteina que

estructuralmente forma el poro, o al sitio que lo regula.
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METODOLOGIA

OBTENCION DE MITOCONDRIAS.

Se aislaron mitocondrias de rifiones de ratas hembras Wistar (=250g), mediante la
técnica de centrifugacion diferencial, desarrollada por Schneider y Hogeboom en 1948,
previa homogeneizacion del tejido, en un medio isoténico de Sacarosa 0.25M; EDTA
(&cido etilendiaminotetraacético) 0.001M y TRIS 0.0IM (pH 7.3). La primera
centrifugacion se realizé a baja velocidad (2500 rpm) durante 10 min; el sobrenadante
se sometid a una nueva centrifugacién por 10 min a 10 000 rpm. El sedimento se
resuspendio y se incubd por 10 min en Sacarosa 0.25 M, TRIS 0.01 M y Alblimina
sérica de bovino libre de acidos grasos 0.1%. Se efectud una centrifugacion mas a 10
000 rpm durante 10 min para lavar las mitocondrias y se resuspendieron en el mismo
medio sin albimina. Se realizd la determinacion de proteinas por el método de Biuret
(Gornall et al.,1949); utilizando un estandar de albumina de boviro 10 mg/ml. La

concentracion de proteinas fluctud entre 30 y 40 mg/mi.

CONDICIONES DE INCUBACION PARA LOS EXPERIMENTOS DE

TRANSPORTE.
Se empled en la mayoria de experimentos el siguiente medio: Sacarosa 0.25 M,

succinato 0.01 M, HEPES 0.01 M, Pi 0.002 M, ADP 200 uM y rotenona 10ug, en un




volumen final de 3ml, pH 7.3 (20°C). *Las adiciones y modificaciones a este medio

estandarizado, se estableceran en la metodologia especifica.

INDUCCION DE LA TRANSICION DF LA PERMEABILIDAD POR Cd'".

El fenomeno se indujo con diferentes concentraciones de CdCl; (3-10uM). El
incremento en la permeabilidad mitocondrial se evalué midiendo la cantidad de Ca”
liberado de la matriz mitocondrial, utilizando un espectrofotometro de doble haz
SLM.AMINCO a una longitud de onda de 675-685 nm en presencia del colorante
metalocromico Arsenazo III (50uM). Las condiciones de incubacion fueron las

estandanzadas.

EFECTO DEL Cd** SOBRE LA LIBERACION DE Ca’* EN MITOCONDRIAS DE
RINON DE RATA.

La salida de calcio se midié con la técnica de filtracion utilizando 50 uM de®*Ca®
(actividad especifica 1000 cpm/nmol). El diametro de poro de los filtros fue de 0.45
ym. Las adiciones se realizaron de las siguiente forma: 0 min-2 mg de proteina; 4 min-

5 uM de CdCly; el filtrado se realizd al minuto 8.

EFECTO DE LA N-ETILMALEIMIDA (NEM) SOBRE LA LIBERACION DE Cda*

INDUCIDA POR Cd™".
Se cuantifico la salida de *Ca®, respetando los tiempos relativos del ensayo
anterior, pero permitiendo 6 min de incubacion de la proteina en presencia de diferentes

concentraciones de NEM (50, 75, 100 y 200 uM). Se empled Cd* 5 uM.
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EFECTO DE LA CSA SOBRE LA LIBERACION DE Ca®” INDUCIDA POR Cd™.

Se incubaron 2 mg de mitocondrias con diferentes concentraciones de CSA (0.25,
0.5, 0.75, 1.0, 2.0 y 4.0 pM) y se registro la salida de calcio espectrofotométricamente
a 675-685nm. El medio de ensayo fue el estandarizado al cual se afiadieron 50 pM de

Ca”.

CUANTIFICACION DE 1L.0OS GRUPOS TIOLES QUE UNEN Cd** EN PRESENCIA
DE NEM.

2 mg de mitocondrias de rifion de rata se incubaron en un medio KCI-HEPES 1mM
(pH 7.3-8), en presencia de diferentes concentraciones de NEM (0, 10, 20, 40, 50, 100
y 200 uM); y se midieron los grupos tioles libres con el reactivo para grupos sulfhidrilo
DTNB (200 nmol). La curva de titulacion se realizé con cisteina 1mM (para obtener
un rango de 10 a 130 nmol). Realizando el mismo procedimiento se cuantificaron los

tioles en proteinas solubilizadas con CHAPS 1%.

CUANTIFICACION DE Cd®* UNIDO EN PROTEINAS MITOCONDRIALES.

Se adicionaron 2 mg de proteina al medio estandarizado. A los 4 min se agregaron
diferentes concentraciones de '°Cd” (1,2, 3,5,.7,9y 20 nmol/mg); al minuto 8 se
centrifugaron las muestras. Se lavaron con ¢l mismo medio y se centrifugaron a 10 000

rpm durante 10 min, dos veces mas. Se midid la radioactividad en el precipitado.

21




EFECTO DEL DTT SOBRE EL POTENCIAL DE MEMBRANA EN MITO( ONDRIAS
EXPUESTAS A Cd".

El potencial de membrana se midié en un espectrofotometro de doble haz a 533-
511 nm. Las adiciones se realizaron de la siguiente manera; 1} 2 mg de proteina; 2} 3
uM de Cd*'; 3) 0.166 UM de rojo de rutenio; 4) DTT (50, 75 y 100 uM); 5) 10 pM de

CCP. El medio de ensayo fue ¢l estandar al que se afiadieron 10 uM de safranina.

EFECTO DEL AGENTE REDUCTOR DIT SOBRE LA LIBERACION DE “Cd”
INDUCIDA POR Cd&” EN MITOCONDRIAS.

La salida de Ca®* se midi6 con la técnica de filtracion empleando 50 pM de “ca™
(actividad especifica 1000 cpm/nmol); €l medio de ensayo fue el estandarizado vy las

concentraciones de DTT fueron de 12.5, 25, 50, 75 y 100 uM.

EFECTO DEL DTT SOBRE LA PEGADA DE Cd* EN PROTEINAS
MITOCONDRIALES.

Se cuantificé la cantidad de '®Cd® (3 y 5 uM) unido a mitocondrias, durante 4
minutos. Se determiné el efecto del DTT (100 uM) sobre dicha pegada. Al medio con
2 mg de proteina se adiciono NEM (200 pM). Se centrifugd durante 10 min a 10 000

rpm, se recupero el precipitado.
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ANALISIS DE LAS PROTEINAS QUE UNEN '"Cd®* POR AUTORADIOGRAFIA.

Se emplearon las condiciones de los ensayos precedentes, pero utilizando oCg?
(actividad especifica 100 000 cpm/nmol), para identificar las proteinas a las que se une
¢l cadmio y los cambios que se producen en la marca en presencia de DTT (0,50,75 y

100 uM); con y sin NEM (200 uM).

OBTENCION DE PROTEINAS QUE UNEN '®Cd** POR ELECTROELUCION,

Se expusieron mitocondrias (10 mg) a 3 pM de '“Cd”, en presencia de NEM (40
y 200 uM) incubadas durante 10 min, eliminando la NEM libre por centrifugacién. Las
proteinas se separaron por electroforesis de elucion continua (Prep Cel. BIORAD;12 W
constante), en un gel de acrilamida 9%, en condiciones desnaturalizantes. Las
diferentes fracciones obtenidas de la electroelucién se leyeron en un contador de
gammas. Las muestras con registros mas altos de marca radioactiva, se corrieron en un
gel desnaturalizante de acrilamida 10%; para detectar el peso molecular de las proteinas

marcadas el gel se tifié con nitrato de plata.

SOLUBILIZACION DE PROTEINAS MITOCONDRIALES.
Se realizaron curvas de solubilizacion de las proteinas mitocondriates con CHAPS
(3-(3-Colamidopropil)Dimetil-amonic-propano sulfonato) empleando concentraciones

de0.25, 05,075, 1.0,y 1.5%.




PURIFICACION DE  PROTEINAS QUE CONTENEN  GRUPOS 11OLES
SENSIBLES 4 Cd™.

La proteinas solubilizadas y tratadas con NEM (200 uM) se pasaron a través de
una columna de afinidad hacia grupos tioles (Affi-501-organomercurial, BIORAD);
despues de varios lavados en TRIS 10 mM pH 7.5, se desprendieron con DTT 0.1 M.
Las proteinas eluidas con DTT se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida
10% y se efectué una tincion con azul de Coomassie.

« Todos los experimentos contaron con un minimo de 4 repeticiones.
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RESULTADOS

Es un hecho ampliamente documentado que el fendémeno de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial {TPM) ocurre tras una acumulacion masiva de Ca®’, en
presencia de un agente inductor. Se midio la salida de calcio para determinar el
establecimiento del estado hiperpermeable de la membrana. En la figura 1, se observa que
50 uM de Ca® presente en el medio no induce el fendmeno, hasta que se agregan
concentraciones del orden micromolar de Cd*' que actia como inductor. A partir de la
adicion de 3 uM de este catiéon divalente se observa la salida de Ca®. El efecto se
desarrolla con lentitud durante ef minuto posterior a la adicién del inductor a las
concentraciones mas bajas. A partir de 5 pM de CdCl; la velocidad de salida de Ca™* se
incrementa y se libera la totalidad del calcio acumulado. Se cuantificé la cantidad de
calcio liberado por Cd™,utilizando **Ca®" por el método de filtracién.

En la figura 2A se observa que la adicion de 5 pM de Cd** es suficiente para
generar la liberacion de ~60 nmol de Ca® /mg-min”' de la matriz mitocondrial, y se obtiene
una Ko s de 1.93 pM. En la figura 2B, el medio se suplementd con 200 pM de NEM (N-
etilmateimida), en estas condiciones solo se requiere de 2.5 uM de Cd**para inducir la

transicion de la permeabilidad, y liberar la totalidad de Ca®* acumulado. Asi la Kgs se

reduce a 0.8 uM.
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Fig.1 Liberacion de Ca® inducida por diferentes concentraciones de CdClz (a-0, b-3, c-
4.d-5,e-6, £-7, g-8, h-9 i-10uM). Se agregaron 2 mg de proteina a un medio que contenia
sacarosa 0.25 M, succinato 0.01 M, HEPES 0.01M, ADP 200pM, Pi 2mM, Rotenona 10
mg/ml, Arsenazo IIl 50pM, y CaClz 50pM, pH 7.3 a 25°C. Los movimientos de Ca*" se
siguieron espectrofotométricamente a 675-685 nm.
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Figura2. A. Efecto del Cd”" sobre la liberacion de Ca* en mitocondrias de rifion de rata;
B. Liberacion de calcio inducida por cadmio, en presencia de NEM (incubacién de 8 min),
Las condiciones de incubacion fueron las mismas que en la figura 1, utilizando “Ca¥. El
tiempo de incubacion con cadmio fue de 4 minutos. Los valores de *Ca® se obtuvieron
por filtracion de una alicuota de 200pL. en filtros micropore, ajustando los resultados a la
concentracion graficada. La Kos se obtuvo mediante la ecuacion de Hill para el modelo
cinético sigmoidal.
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Se realizo un ajuste no linea! utilizando el programa Origin para cinéticas y
determinamos que el modelo que mejor se ajusta a los resultados experimentales es el
sigmoidal, lo que implica que existe cooperatividad.

Se aplico la ecuacion de Hill para el modelo cinético sigmoidal, para obtener de
manera teorica y de acuerdo a los resultados la velocidad méxima (Vm),la Kes que
corresponde a la concentracion requerida para obtener la mitad de la velocidad maxima y
el valor de n de la ecuacién de Hill, que corresponde a la cantidad de probables sitios de
cooperatividad. Cuando n tiene un valor entre 1 y 2 significa que existen un minimo de
dos sitios de unidn.

Considerando que existen al menos dos sitios cooperativos, que representan los
sitios principales de interaccién con el Cd*, para promover la TPM, podriamos proponer
que la saturacion del primer sitio es necesaria para que el Cd* se una al segundo sitio lo
que se manifiesta con una liberacién mayor de Ca”.

Al utilizar NEM se disminuye la cantidad de cadmio necesaria para inducir la TPM,
se bloquean tioles inespecificos y existen menos tioles a Jos cuales pueda unirse el cadmio,
La unién del cadmio a los sitios especificos esta facilitada, y la cooperatividad establecida

entre los 2 sitios 5 mantiene.
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En la figura 3 se observa que al incrementar la concentracion de NEM se
disminuye la concentracién de Cd> necesaria para liberar el Ca® acumulado.

Concentraciones mayores de NEM (hasta 400 pM), no son suficientes para inducir por si

mismas la TPM.
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Figura 3. Efecto del incremento en la concentracion de NEM sobre la liberacion de Ca b
inducida por Cd*". Las condiciones de incubacién son las mismas que en la figura 2.

Se sabe que la ciclosporina A (CSA) es el inhibidor més potente y especifico de la
TPM; sin embargo bajo las condiciones experimentales utilizadas, la adicidn de CSA
(desde 0.25 hasta 4 pM) solo inhibié parcialmente y de manera temporal el efecto del

cadmio sobre 1a TPM (no se muestra).
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Para determinar la concentracion de grupos ~SH que pueden reaccionar con cd”,
se titularon con el compuesto DTNB. Se encontré un contenido de aproximadamente 7 +
1.2 nmol-SH/mg de proteina. En presencia de NEM (10, 20, 40, 50, 100 y 200 pM) y
bajo las mismas condiciones que en la figura 3, se observd una disminucion en los residuos
sulfhidritos capaces de titularse con DTNB. Segin se muestra en la figura 4 alrededor de

5 nmoles de grupos tioles/mg de proteina fueron bloqueados de manera inespecifica con

200 uM de NEM.
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Figura 4. Cuantificacién de los grupos tioles capaces de unir Cd” en presencia de NEM.
En ¢l medio estandarizado, se agregaron 2 mg de proteina; adicionando DTNB en exceso
(~200 omoles).  Se utilizé una curva estandar de cisteina.  Las lecturas

espectrofotométricas se realizaron a 232 nm. Los valores representan Media + desviacién

estandar,n=3.
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Se determind el nimero de nmol de Cd® susceptibles de unirse a proteinas
mitocondriales con y sin NEM. En la tabla I se muestran los resultados. Hasta 20 uM no
hay saturacion en ninguno de los dos casos. En presencia de NEM la cantidad de Cd*
unido disminuye a partir de la adicion de 2 nmot de Cd*" en relacion a las mitocondrias que

no fizeron incubadas con el reactivo para monotioles.

BCa™ (nmol) amol de Cd** pegado/mg de proteina
Sin NEM NEM (200uM)
1 0.66 0.74
2 14 1.2
3 2.89 2.22
5 3.08 2.66
7 4.11 3.45
9 8.57 4.1
20 12.3 9.7

Tabla I. Unién de Cd** a proteinas mitocondriales. Empleando las condiciones
estandarizadas se midio la cantidad de cadmio que se une a las proteinas mitocondriales,
dependiendo de la concentracién afiadida. Se utilizo Cd® (Act. Especifica 100 000
cpm/nmol). Se adicioné el Cd”™* al medio estandarizado con 2 mg de proteina y se
centrifugé a los 4 min. a 10 000 rpm, durante 10 minutos. Se lavd y se centrifugo
nuevamente, midiéndose la radioactividad en el precipitado.

Estos resultados muestran que en presencia de 3 nmol de Cd* y 200 pyM de NEM

se unen poco mas de 2 nmol de Cd®* a las mitocondrias y si observamos la figura 2 con
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esta concentracion es suficiente para favorecer la apertura del poro de la transicion de la
permeabilidad. Parte de estos 2 nmol de Cd?" podrian reaccionar con los 2 nmoi-SH/mg
de proteina expuestos del lado externo de la membrana interna mitocondrial (Fig.4). Sin
embargo, el cadmio puede también unirse a sitios que ¢l DTNB no es capaz de titular en la
cara que mira a la matriz de la membrana interna.

Para determinar en que lado de la membrana se unen el cadmio que provoca la
TPM, medimos e potencial de membrana mitocondrial. En fa figura 5 se muestra la caida
del potencial tras la aplicacién de 5 yM de Cd*. Al igual que en las determinaciones de
transporte el efecto del Cd* no es inmediato. Cuando se afiade rojo de rutenio (inhibidor
especifico del uniportador de Ca”"), se retarda temporalmente el efecto, e incluso hay una
momenténea y ligera recuperacion del potencial. Cuando se agrega EGTA (100 pM) para
quelar cualquier ion divalente externo, la adicion de 5 pM de cadmio no tiene efecto sobre
el potencial {a). Este mismo trazo (a) representa la adicion al medio de 166 M de rojo de
tutenio, como se observa el Cd? en estas condiciones no colapsa el gradiente eléctrico. El
Ditiotreitol (DTT) que es un agente reductor de grupos tioles, reestablece el potencial de
manera dependiente de la concentracién (b-d). La recuperacién total se consiguio con 100
pM de DTT (d). Se agregd CCCP que es un desacoplante mitocondrial, para abatir

completamente el potencial.
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Figura 5. Efectos del DTT sobre el reestablecimiento del potencial de membrana en
mitocondrias expuestas a cadmio. El potencial de membrana se midié en un
espectrofotometro de doble haz a 533-511 nm, con el indicador safranina.

Las adiciones se realizaron de la siguiente manera: 2 mg de proteina, SuM de cd*;
0.166yM de rojo de rutenio; Ditiotreitol de 50 a 100uM; 10uM de CCCP. Las
condiciones de incubacion fueron las mismas que en los ensayos anteriores, excepto que se
agrego al mediol0 uM de Safranina. En (a) el medio se suplemento con 100 uM de
EGTA 6 166nM de rojo de rutenio; b-d representa concentraciones crecientes de
DTT:b)50 pM,c) 75 uM, y d) 100 uM.

Se ha reportado que el DTT puede atravesar la membrana y reducir los grupos
tioles (Chavez y Holguin, 1985); estos experimentos nos permiten concluir que el sitio de
union para Cd** esta localizado en el tado de la matriz de }a membrana interna.

Con la figura 5 se refuerza que el Cd* ademas de unirse a tioles externos, puede entrar a
la matriz mitocondrial, por el uniportador de Ca”, para ejercer su efecto inductor de la

TPM, ya que al agregar rojo de rutenio se retarda el efecto o es menor la disminucién del

potencial transmembranal; ademds que si el cadmio no entra a la matriz, el potencial se

mantiene intacto.
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Una vez establecida la concentracion minima de Cd”¥ gque induce la liberacion de
Ca®, y para comprobar el efecto del DTT al revertir el colapso del potencial de membrana
inducido por Cd®", se midio la salida de Ca”"inducida por Cd? en presencia de DTT. Enla
figura 6 se observa que a medida que se aumenta la concentracidon de DTT, disminuye la

cantidad de Ca®” fuera de la mitocondria.

Ca2+iberado (nmol/mg/min)

I\“—i—______
0 A 1 . 1 ; 1 2 1 N ¥
0 20 40 60 80 100

Figura 6. Inhibicion por DTT de Ia liberacién de $Ca® inducida por Cd¥". La salida de
calcio se midio con Ja técnica de filtracion utilizando **Ca™ (actividad especifica 1000
cpm/nmol). Las condiciones experimentales fueron las mismas que en las figuras
precedentes. Los valores representan media + desviacién standard, n=5.

Los experimentos de las figuras 5y 6 corroboran la hipétesis de que la TP es
modulada por el estado de oxidacion de tos grupos -SH de la membrana interna
mitocondrial.

Se busco identificar a las proteinas que unen cadmio en las condiciones descritas, y
para elio se utilizo un analisis por autoradiografia con '®Cd* (figura 7). La

autoradiografia presenta importantes cambios en el patrén de las proteinas marcadas
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dependiendo del aumente en las concentraciones de ditiotreitol, en relacion a las

mitocondrias control (sin DTT).

"5 50 75 100

DTT (M) U 50 75 100

Figura 7. Efecto del DTT sobre la union de ¥Cd* a proteinas mitocondriales, tratadas
con NEM. Las proteinas de los carriles 1-4 no se incubaron con NEM. A los carriles 5-8

se adiciond NEM (200 uM).

Las mitocondrias se trataron como se describe en la figura 6, usando 'Cd* (actividad
especifica 100 000 cpm/nmol) y se separaron en un gel de poliacritamida al 9%. Una vez
seco el gel se expuso con una placa de autoradiografia durante 5 dias.

En las mitocondrias en las que no se bloguearon los grupos tioles con NEM
(carriles 1-4), la marca en los péptidos de aproximadamente 30 kDa disminuyé
progresivamente al aumentar la concentracién de DTT.

En presencia de NEM la marca inespecifica disminuye notablemente (5-8); al

incubar las proteinas con DTT la banda de 30 kDa pierde totalmente la marca. También

disminuye la marca en una proteina de ~52 kDa bajo estas condiciones.




La marca de! péptido de 30 kDa en mitocondrias control con y sin NEM (carnil 1 y
5 respectivamente) no muestra variaciones.

Para determinar si la disminucion de la marca observada en la autoradiografia,
corresponde con el Cd* unido en mitocondrias intactas en presencia de DTT, se cuantificd
el '®Cd* unido en las condiciones ya mencionadas.

En la Tabla II se presenta la cantidad de cadmio unido a la mitocondria. Tras la
accion reductora del DTT obtuvimos que al incubar con 3uM de Cd¥, se pegaron

aproximadamente 3 nmol/mg de proteina sin NEM y 2 nmol/mg con NEM.

(nmol de Cd*'/mg de proteina)

Cd* (3uM) Cd” (5uM)
DTT (100uM) DTT (100pM)
Sin NEM 258+ 0.98 2,93+ 1.14 2.82+0.26 2.82+ 041
NEM (200uM) 1.58+ 0.5 204 0.7 2.33% 0.5 2.02£0.16

Tabla 11, Cuantificacion de Cd*” unido/mg de proteina, empleando WCd* (Act. especifica
100 000 cpm/nmol). Al medio descrito se le agregaron 2 mg de proteinas mitocondriales
y se adicionaron las concentraciones de 'Cd’" indicadas. Después de 4 minutos se
agregd DTT, permitiendo la reduccién de tioles durante un minuto y se centrifugd a 10
000rpm durante 10 minutos. Se recuperd el botén y se someti6 al conteo. Valores

representan media * desviacion estandar, n=4.

Al aplicar DTT 100 pM, la cantidad de cadmio pegado en ta mitocondria no vario.
Cuando se adicionaron 5 uM de Cd* la cantidad de cadmio pegado se mantuvo entre 2 y

3 nmoles/mg, de acuerdo con las desviaciones estandar. Este comportamiento sugiere una
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redistribucion de la marca en proteinas cuyos tioles no son criticos para la abertura del

poro. Analizando la figura 7 parecen ser proteinas de alto peso molecular.

Con el propdsito de aislar las proteinas marcadas, se expusieron mitocondrias a

2uM '®Cd* en presencia de NEM, y se separaron por electroelucion continua en

condiciones desnaturalizantes (Fig.8a).
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Figura 8A. Perfil de elucion de proteinas mitocondriales marcadas con '®Cd”", separadas
por electroelucion continua en un gel al 9%, en presencia de bajas concentraciones de
NEM (40 pM). Se colectarcn las fracciones con mayor marca radioactiva y se efectud
una segunda separacion por electroforesis analitica.




Figura 8B. Tincion con plata de las proteinas separadas por electroelucién continua,
marcadas con "°Cd®". La concentracién del gel de acrilamida 10%. Cabe aclarar que los
carriles no poseen la misma concentracion de proteina.

Los carriles 59-64, 90 y 136 corresponden a fos picos de marca radioactiva de la figura

8A. MW-pesos moleculares.

El analisis de las proteinas separadas por electroelucion y que presentan la mayor
densidad de marca radioactiva corresponden a péptidos con un peso molecular de
aproximadamente 50 kDa (Fig 8b), aunque existen otros picos de marca relacionados con
péptidos de menor peso molecular. La densidad de marca corresponde con la imagen

obtenida por autoradiografia (Fig. 7) en condiciones en que no hay NEM (carriles 1-4},
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Continuando con la basqueda de las proteinas que aparecen marcadas
especificamente con BCd” en la figura 7 (+ 200 pM NEM), separamos proteinas
marcadas con 'Cd?" en dichas condiciones en un gel al 9% por electroelucion continua.

En la figura 9A se muestra el perfil de elucion en esas condiciones y en la 9B la

imagen de las proteinas con marca radioactiva que corresponden a proteinas de ~30 kDa.
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Figura 9A. Perfil de marca radioactiva, obtenida por electroelucion, de mitocondrias
expuestas a '®Cd?*" previamente incubadas con NEM 200 uM.
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Figura 9B. Tincién con plata de las fracciones con marca radioactiva, sometidas a
electroforesis en gel de poliacritamida bajo condiciones desnaturalizantes. Se presentan
los picos con mayor marca radioactiva de la figura 9A (68-72,75). El carril con * es
proteina sin marca (utilizada como control de peso molecular).

Ademas de la técnica descrita, se intentd aislar a las proteinas que unen cd”
utilizando una columna de afinidad hacia grupos tioles. Para obtenerlas en estado nativo,

se emple6 el detergente CHAPS, que tiene la propiedad de romper las interacciones no

especificas de las proteinas, no las desnaturaliza y es eléctricamente neutro.

0




En la figura 10 se muestra la curva de solubilizacién con CHAPS. A una concentracion de
0.5% el CHAPS solubiliza 1 mg de proteina. Las proteinas mitocondriales solubilizadas

mantienen unida la marca en presencia de concentraciones de hasta 1.5% de CHAPS.
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Figura 10. Curva de solubilizacion con CHAPS, de proteinas mitocondriales marcadas con
1904% | as mitocondrias (2mg) se marcaron con S pM de Cd™" (en prersencia de 200uM
de NEM); y se lavaron como se describio en la Tabla II. El botén se resuspendioé en una
solucién con concentraciones crecientes de CHAPS, 0 Marca en el sobrenadante; ®

proteina en el sobrenadante.

En la figura 11 se muestran las proteinas obtenidas de [a columna de afinidad hacia
grupos tioles, son alrededor de 14 proteinas. El rendimiento de esta columna de afinidad

fue muy pobre, del 0.1% (de 100 mg se obtuvieron aproximadamente 100 pg). Al

41



comparar los carriles de la proteina total (A), y las del lavado (B), con las proteinas que

poseen grupos —SH (C ), se evidencian patrones diferentes.

A B C

66 omo

5o

29 o

Figura 11. Tincién con azul de Coomassie de proteinas mitocondriales, eluidas de una
columna de afinidad para grupos tioles y separadas con DTT, en gel de poliacrilamida al
10%. Se solubilizaron ~100 mg de proteinas mitocondriales de rifion de rata en 0.75% de
CHAPS y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se separd por
cromatografia de afinidad en una columna organomercurial. El carril A representa el perfil
de las proteinas totales; en et carril B se separaron las proteinas que no se unen a la resina
E! carril C representa las proteinas que se unieron a la resina y se despegaron con 1 mM

de DTT.

Las proteinas que se obtuvieron por cromatografia de afinidad incluyen las dos
entidades identificadas por autoradiografia (52 y 30 kDa); sin embargo se unen otras
proteinas. Esta diferencia puede ser resultado de la exposicién de nuevos grupos tioles

tras la solubilizacion con CHAPS. Para demostrarlo se determinaron los grupos tioles

titulables con DTNB, en esta condicion (Tabla IiT),
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(nmol de grupos tioles/mg de proteina)

Mitocondrias solubilizadas

Sin Cd*’ Cd”’ (3 uM) DTT (100 M)
Sin NEM 65.27 60.2 131.1
NEM (200 pM) 50.35 47.8 93.7

Tabla 11l. Tioles protéicos titulables con DTNB con diferentes tratamientos. Las
proteinas se solubilizaron con CHAPS 1%/mg de proteina.

Al solubilizar las proteinas aumenta ¢! nimero de tioles titulables con DTNB a

65.27nmol/mg, sin NEM y, a 50.35nmol/mg de proteina en presencia de NEM comparado

con los valores obtenidos en la figura 4; lo que explica la unién de un mayor nimero de

proteinas a la comuna de afinidad.
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DISCUSION

Existen diversos trabajos que sugieren la participacion de los grupos tioles en la regulacién
de la TPM (Bernardi et al.,1992; Fagian et al,1990; Bernardes et al.,1994; Petronilli et
al. 1994). Rasheed et al (1984), Chavez et al (1985) y Zoratti y Szabo (1995), reportan la
participacion del Cd* como inductor de la transicién de la permeabilidad, debido a la
unién de este catién a grupos tioles. Rasheed y colaboradores (1984} propercionan
evidencia de que existen al menos dos tipos de grupos de tioles en mitocondrias de higado
de rata que pueden interactuar con el cadmio, uno de esos provoca hinchamiento y no

requiere la presencia de ningun otro catién y el otro se relaciona con el transporte de H"

En 1985, Chivez y colaboradores, reportaron la salida masiva de calcio a través
del poro de la transicion de la permeabilidad, provocada por 30 pM de Cd*, a esta
concentracion el Cd*" actiia también sobre otras proteinas, como el sitio active de la
succinato deshidrogenasa (Jay et al,1991). En este trabajo la transicion de la

permeabilidad se indujo con cadmio, utilizando bajas concentraciones (5 pM).

En nuestros resultados se observa que existen ciertos grupos tioles, a los cuales se
une el cadmio, pero que no intervienen en la apertura del poro. La aplicacion de NEM
(200 pM), disminuye la pegada de Cd¥ en sitios inespecificos, permitiendo que
concentraciones menores de cadmio alteren los grupos tioles criticos induciendo la TPM.

La concentracon utilizada de NEM, por si misma no actia como inductor del fendmeno.
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En 1994, Bernardes menciona el efecto preventivo de la NEM (20 pM), sobre la
accion del 6xido de fenilarsina (PhAsO), que es un inductor de la TPM; esto implica que el
entrecruzador de grupos tioles PhAsO reacciona con tioles que puede ocupar la NEM.
Por ello puede decirse que los sitios a los que se une el Cd*, no son los mismos a los que
se une el PhAsO, pues la adicion de NEM incluso a concentraciones mayores (400 pM) no
previene la TPM, sino por el contrario, hace mas especifica la union del Cd*. Es factible
que exista mas de un sitio de regulacion del PTP, por parte de ciertos grupos tioles
criticos.

En las condiciones experimentales utilizadas el agente reductor (DTT) es capaz de
revertir el fenémeno de la TPM, rompiendo el entace formado por el cadmio con dos tioles
vecinos (S-Cd-S), que se manifiesta con la recuperacién del estado impermeable de la
mitocondria y con la disminuciéon de la marca en proteinas especificas. Estos datos
corresponden con lo reportado por Fagian et al {1990); Beatrice et al (1984) y Chavez et
al (1985); quienes revierten el dafio provocado por prooxidantes mas Ca® con DTT.

El Cd* es un cation que puede oxidar grupos sulfhidrilo de ambos lados de la
membrana interna mitocondrial. La orientacion de los tioles que regulan ¢l PTP, es
materia de debate.

Nuestros resultados demuestran que el agente reductor DTT, revierte la
despolarizacién de la membrana y la salida de Calcio inducida por Cd** en mitocondrias.
Al respecto Chavez y Holguin {1988) han propuesto que el caracter hidrofobico del DTT
te permitiria tener acceso a tioles orientados hacia la matriz mitocondnal.

Mas adn, encontramos que ern presencia de rojo de rutenio, el potencial de membrana se

recupera parcialmente, una vez iniciado el proceso de permeabilizacion, pero puede
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evitarse bloqueando al uniportador de calcio antes de agregar Cd¥. Se ha demostrado que
el Cd® entra a la matriz a través del uniportador de Ca®’, de manera competitiva con ¢l
calcio (Chavez et al., 1985) y es senisble a rojo de rutenio.

En otros trabajos Chavez y Holguin (1988) y Kowaltowski, et al (1997),
reportaron que compuestos hidrofilicas afines a grupos tioles, como el mersalil, no pueden
revertir €] fenomeno, fortaleciendo la propuesta de la orientacion hacia la matriz de los
tioles que regulan la TPM.

Se han cauntificado alrededor de 100 nmol de tioles totales/mg de proteina (Valle y
colaboradores, 1993 y Rigobello et al,1995), de los cuales la mayoria son ticles
inespecificos gue pueden bloquearse con NEM y que no participan en el fenémeno de la
TPM; nuestros resultados nos hacen sugerir que con Cd* se modifican sélo 2-4 nmol-
SH/mg de proteina y que esto es suficiente para que el PTP se active.

En 1990 Gunter y Pfeiffer, enumeran una impresionante lista de substancias
(metales, acidos grasos, reactivos de grupos sulfhidrilo, etc.) que inducen la transicién de
la permeabilidad, y que ademas son dependientes de Ca. En algunos de estos casos se ha
propuesto que el Ca®" expone tioles protéicos membranales y los hace asequibles a la
accién de agentes hidrofilicos mono y bifuncionales, como el DIDS (acido 4.4'-
diisotiocianatostilbeno  -2,2"  disulfénico) (Bernardes et al,1994) o el Mersalil
(Kowaltowski et al.,1997). Sin embargo, existen reportes en gue el Ca®" en presencia de
compuestos hidrofobicos no es necesario para inducir el fenomeno. Rasheed et al (1984),
utilizaron Cd?* para hiperpermeabilizar la membrana; Lenartowicz et al (1991} lo hacen
con PhAsO; tampoco en nuestras condiciones es indispensable el Ca®" para que el cadmio

altere la permeabilidad mitocondrial.
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En 1991 Fagian y colaboradoresm, y Valle et al (1993) plantean la participacion de
radicales libres en la transicion de la permeabilidad como un efecto secundario a la accion
de prooxidantes. En estos trabajos presentan evidencias de que bajo condiciones de cstrés
oxidativo generado por algunos prooxidantes, como la diamida, y con la exposicion de
tioles protéicos con Ca®, los cuales son atacados por radicales libres, se provoca €l
fenomeno de la TPM. En nuestros ensayos, el Cd*’ no requiere de calcio para poder
interactuar sobre los tioles criticos; y la reversion del fenémeno con DTT es de manera
inmediata. Lo anterior nos sugiere que el efecto del Cd* no esta relacionado directamente
con la lipoperoxidacién, aunque podria dafiarse indirectamente la fase lipidica de la
membrana, debido a la alteracion de la cadena respiratoria, generando posteriormente los
radicales libres (Azzone y Luvisetto, 1988; Nicolli, et al, 1993).

El Cd** se une a tioles de diferentes proteinas. Con NEM, la unién se hace mas
especifica y al reducirlos con DTT, el nimero de proteinas marcadas disminuye y cambia
el perfil de marca en las autoradiografias.

La oxidacién de los grupos tioles puede dar lugar a entrecruzamientos
intrapeptidicos o interpeptidicos (Fagian et al. 1990, Zazueta et al.,1998). En las
condiciones uilizadas no se detecté la formacion de agregados, por lo que la disminucién
de la marca especifica tras la adicién de DTT en los péptidos de aproximadamente 30 y 52
kDa, nos hacen suponer que los tioles que regulan el poro de la transicion de la
permeabilidad involucran a una entidad, que pueden ser las proteinas de los pesos
moleculares mencionados.

Existen antecedentes respecto a la participacién de un péptido de 30 kDa (el

translocador de adenin nucledtidos -AdNT), como la estructura constituyente del poro,
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(Hunter y Haworth, 1979). Algunos proponen que sdlo el estado conformaciona! “c” del
transtocador, puede adoptar el papel de poro inespecifico (Le Quoc y Le Quoc,1988).

En 1981, Mc Enery propone el modelo del megacanal formado por el AdNT, una
porina con un peso molecular de 52 kDa, y dos proteinas de 18 kDa. En nuestras
condiciones experimentales fa marca se distribuye entre péptidos de ~52 y 30 kDa; tras
bloquear los grupos -SH inespecificos, la marca se conserva solo en proteinas de ~ 30
kDa, por lo que sugerimos que el Cd” podria unirse al AUNT. Vignais y Vignais (1972),
y Majima, et al (1994), demostraron que el cambio conformacional “m” a “c” del ANT
cambia la posicién de los grupos tioles de esta proteina. Estas alteraciones son insensibles
a CsA, tal como ocurre bajo nuestras condiciones en que este compuesto solo inhibe
ligeramente el fendmeno provocado por Cd*. Por su parte Kowaltowski y Castilho
(1997) también demostraron que la induccién de la TPM debido a la modificacién de
grupos tioles especificos, es insensible a CsA.

Al intentar aislar la proteina, por electroelucién, colectamos las fracciones que presentaron
mayor marca, y obtuvimos proteinas de aproximadamente 52 kDa sin NEM y de 30 kDa
mas NEM.

Estas proteinas podrian formar el poro; sin embargo, al ser la transicion de la
permeabilidad un fenémeno multifactorial, la induccion de la TPM por Cd” podria ser
debido a la alteracion o modificacién de proteinas diferentes al multicitado transportador.
Cabe mencionar los reportes de Bernardi y Petronilli (1992,1994,1996), donde proponen
que existe un mecanismo sensible a voltaje, el cual esta mediado por tioles especificos, los
cuales no necesariamente estan unidos al poro, pero su oxidacion es la sefial que promueve

la TPM.
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CONCLUSIONES

1. Bajas concentraciones de cadmio (5 pM) inducen la transicion de la permeabilidad
mitocondrial.

2. LaNEM (200 pM) bloquea inespecificamente grupos tioles que no estan involucrados
en el fendmeno.

3. Aproximadamente 3 nmoles de grupos tioles/mg de proteina estan involucrados en el
estado de permeabilidad inespecifica.

4. EI DTT revierte el fendmeno, redistribuyendo el cadmio que se une a las proteinas.

5. Proponemos que el cadmio forma complejos S-Cd-S, y en presencia de NEM favorece

la apertura o cierre del poro de acuerdo al siguiente esquema:

PORO CERRADO PORO ABIERTO
CdCl
SH — $
™ cd
SH DTT s
NEM
~ s
—_—
~SH e
cdCl, S
S — NEM
- S—NEM
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6. Se identificaron proteinas de 30 y 52 kDa, las cuales representan los sitios mas
importantes de union al *’Cd”",

7. En presencia de NEM, el Cd* se une preferentemente a proteinas de ~30 kDa que
podria corresponder al translocador de adenin nucledtidos, o formar parte del poro

proteindceo responsable de la transicion de la permeabilidad mitocondrial.
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