UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Facultad de Medicina

) l—1-

— LOS ANTIBIOTICOS TRANSPORTADORES DE IONES.
e MODELOS DE ACARREADORES IONICOS EN MEMBRANAS

o TRANSDUCTORAS DE ENERGIA.,

J )

-

't Sergio Estrada-0.

T

-

Ly

™

i

N Tesis presentada al profesorado de la Escuela de Graduados

en Bioquimica, U.N.A.M., para obtener el Grado de Doctor

» en Ciencias especialidad de Bioquimica,

= 1972

_ _ © MEXICO



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Seccién II:

en el estudio de los mecanismos de translocacidn concertada

de cationes divalentes y fosfato a través de l1a membrana

mitocondrial.
Introduccidén . . . .
Resultados . . . . . . .
Discusion y Cenclusiones

Seccidn III. Regulacién por nucledtidos de la
selectividad idénica de antibidticos ienoforéticos

en la membrana mitocondrial.

Introduccién . . . . . .

Resultados: Efectos del ATP y los substratos
Oxidables en la selectividad idnica de 1la nigericina
Efecto del fosfato inorgidnico en la selectividad

iénica de la nigericina

selectividad idnica de la dianemicina
Efecto de nucledsides meno-, di- y trifosfato en

la selectividad

Efecto del ITP y el UTP en la actividad de ATPasa y
en la translocacidén de fosfato energizada por ATP
Efecto de nucledétidos en 1la fluorescencia de bromuro de etidio

en membranas mitocondriales

Discusién y comnclusiones.

Los flujos de aniones y protones regulan la
selectividad catiénica de antibiféticos carboxilicos
Papel regulador de los nucleStidos en la

translocacién selectiva de cationes a través de

la membrana mitocondrial

Efectos de nucledtidos en la fluorescenciz de

la membrana mitocondrial.

-

L

-

.

«

*

-

- Efecto del fosfato y el succinato en la

*

.

-

_bromuro de etidic y en la selectividad idnica de

.

.

-

idnica de nigericina dependiente de ATP

Los antibidticos carboxilicos como instrumentos

o



Seccidén I1: Los antibidtices carboxiliceos como instrumentos

en el estudio de 10s mMEcanismos de transloc
y fosfato a través de la membrana

acibn concertada

ékJ de cationes divalentes

e ' mitocondrial.
- TRETOdUCCIBN o + v = o« e eosoeoe e r T e e e e e
— Resultados .« « « « « v ¢ osoa e mem om0 e e e e e e e
v Discusidn ¥y Conclusiones L

- Seccién III. Regulacifén por nucledtidos de la

selectividad iénic
en la membrana mitecondrial.

a de antibidticos jonoforéticos

) TneroducciBn o o o . e e e e e mie ettt
K Resultados: Efectos del ATP y los substratos

hJ Oxidables en la selectividad jénica de la nigericina . . . . -
i Efecto del fosfato inorgénico en la selectividad
o iénica de la nigericima . . . .+ - ¢ L e e e e e
= Efecto del fosfato y el succinato en 1la

. selectividad idénica de la dianemicina . . .+ - o+ = e oeoeorod

Efecto de nucledsidos mono-, di- 'y trifosfatec en
nigericina dependiente de ATP .

1a selectividad idnica de

- Efecto del ITP y el UTP en la actividad de ATPasa ¥y
L; en la translocacién de fosfato energizada por ATP . . . . -

tfecto de nucledtidos en la fluorescencia de bromuro de etidio
h? en membranas mitocondriales . . . . e eoeoeoroe ottt .
= Discusién y conclusiones.
- Los flujes de aniones Y protones regulan la
L selectividad catifnica de antibidticos carboxilicos . « . .. -
= Papel regulador de 10s nucleétidos en 1a
U translocacién selectiva de cationes a través de
— 1a membrana mitocendrial . . O T
%J Efectos de nucledtidos en la fluorescencia de
' bromuro de etidio y en la selectividad idnica de : y
T} 1a membrana mitocondrial. . . « . . - e e e e e e B
tand . ' .

.

|
|



Ve

[

i
'

[

RESUMEN

Se presentan evidencias experimentales sobre la
utilidad de los antibiéticos transportadores de icnes
(algunos de ellos denominados ionéforos) en el rTecono-
cimiento y comprensién de los mecanismos a través de los
cuales se lleva a cabo la translocacién de iones monc Yy
divalentes, asi como de metabolitos polares a través de
14 membrana mitocondrial. Dichos experimentos se hicie-
ron con el propdsito adicional de reconocer la relacidn
existente entre el transporte de iones inducido o modula
do por los antibibticos antes mencionados y el mecanismo

de 1a fosforilacifén oxidativa mitocondrial.

Posterior a relatar en la seccidn de Introduccidn
de la presente tesis, las propiedades de los antibidti-
cos transportadores de iones en membranas transductoras
de energia y con el propésito de facilitar su evaluacidn
y discusidn individual, la informacidn experimental se -
presenta en cuatro secciones o capitulos, a saber: I. Los
antibidticos carboxilicos como instrumentos en el estudio
de los mecanismos de translocacidén dé aniones (dcidos di-
carhoxilicos y fosfate) a través de la membrana mitocon-
drial; II. Los antibidticos carboxilicos, como instrumen
tos en el estudic de los mecanismos de translocacidn con
certada de cationes divalentes y fosfato a través de la
membrana mitocondrial; III. La regulacién por nucledtidos
de 1a selectividad idénica de antibidticos ionoforéticos

en la membrana mitocondrial y IV. La translocacidén de --



.

J

-
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Respecto al capitulo I de la presente disertacidn,
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del transporte de K, de los movimientos Qe fosfato y de

la incorporacién de Pi en ATP.

En el capitulo 1I del presente manuscrito se demues

tra un proceso novel descrito por primera vez e la lite-

ratura de fendmenos de transporte en membranas biol6gices

y artificiales. Esto &85, 3¢ hace evidente que 10S antibif

ticos carboxilicos del tipo de 1z nigericina,.l2 dianemi-

y los compuestos Lilly-Az217 Y X-537A

cina, la monensina
sravés de la membrana

estimulan el transporte de calcio a

mitocondrial en un proceso Que requiere energia de la ca-

dena de transporte de electrones mitocondrial. Este fend-

meno reguiere de una previa limitacién en la scupulacién

2+ . o .
de Ca’’ causada por fosfato 1norganico en presencia de un

. : _ NP 2+ .
substrato oxidable. Asociado a la penetracion de Ca” exis

te un aumento paralelc en 12 translocacidén de fosfato inor

génico. El g-hidroxibutirato €5 el tfinico substrato capaz
- 4 - - 2+ .
de donar energia para el fendmeno de transporte de Ca indu

cido por antibidticos. Ademds, el desacoplamiento de la fos
. . A - - - T - . 1 2+

forilacién oxidativa asocilado @ 12 acumulacidn de Ca es

transformado por 1os antibidticos inductores de transporte

en bien definidas traznsiciones de estado III a estado v

que reflejan el acoplamiento de la transferencia con la

conservacidn de energia causade por los antibiéticos. Se
propone que 1os antibidticos carboxilicos estimulan trans
- - 2+ - - a -

porte ciectroforético de Ca al interior de la mitocon-

dria al facilitar el ef®ujo de protenes en presencia del

catién divalente, lo cusl genera un potencial intramembra
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nal negativo gue estimula el transporte de Ca2 en favor

del potencial eléctrice. Agsimismo, se considera que el

"acoplamiento energético” éLC1oo por 1los antibidticos
T

ionéforos en presencia de Cz~ , se debe a la pTQVEDC10n

del influjo neto de protones al interior de la mitocondria
+
causado por eStCS COMPUESLOS junto con el Ca , 1o cual

aumenta la duracidn y el valor negativo del potencial in-

tramembranal.

la seccién III de la tesis sefiala que el transporte
de iones inducido por pares de antibidtices ionéforos, uno
de ellos que mueve iones en contra (valinomicina o monazp
micina) y otro en favor del cradiente quimico de concen-
tracidén de iones {(migericina © diznemicina) es un modelo
experimental de gran interés para comprender la regula-
cién de un proceso de transporte poT nucleétidos. En este
capitulo se dGSCTlDe el recuerimiento de ATP para inducir
una especificidad para el X 21 efluijo de catién monova-
lente catalizado por la nigericina en la mitocondria. La
dianemicina requiere de ATP + succinato para inducir eflu-
jo de K y no de 1i%. Se concluve gue- los movimientos de
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factor que hace aparente l1a
gericina o 1a dianemicina. For otro lado, se demuestra

que el ADP, un andlogo fosfénico del ATP y diferentes nu-
cledsidos mono-, di- y trifesfatos de uridina, guanosina,

citosina, timidina e inosinz revierten la accidn del ATP



B

L

. J

C_J

£

!

.

(.

]

ni.: :

.
-

T

$og

de 1a nigericina.
o del con

ox *
selectividad por X
proponer un model
acarreador movil

para facilitar la
Estas observaciones permiten
idad iénica de un
enn donde estas Gltimas es$-
o reguladoY

+tvol de 1a selectiv

+ medio de los nucledtides,

pPo
vés de un mecanism

tructuras participan 2 tra

4sica accibn de aceptores de fosfa

independiente de su cl

to en la fosforilacién oxidativa.

4 seccibn IV de la presente disertacidn

1 transporte de i0nes
fcos monazomicina Y

Finalmente, 1
e 1las propiedades de
ente por los antibidt
elacifén gque guarda 1
scifén oxidativa mi

describ inducido
independientenm
H-537A, asi como la T
de transporte col 1a fosforil
jbidtico momazomicina,

2 fenomenclogia
tocondrial.

se propone que la

Respecto al ent
el desaco-

estimulacion del mov
a fosforilacidn ©
ansiciones cooperatly
meros de monazomicina CONS

imiento de 1ones asi coOmo
idativa por €l causados,

plamiento de 1
as en las cud-

es consecuencia de tr
les el ensamble de varios mond
mero conductoTr CON car

arreador mévil.
por 1as variaciones del

tituye un 0ligb octeristicas de G-

nel conductor Yy 1O de ac
os estaria controlado
na asi como por cati
era evidencia experime
' vo de transporte indu-
o al acarreadoT

El.ensamble de

1os mondmer
ones, aniones ¥y

potencial de membra
ntal en la

protones. Esta es la prim
e un proceso cooperatl
olégicas. Con respect
se hace evidente s capacidad pa
ﬁero no la hidréll
stimulado porT

literatura d
cido en membranas bi
mévil compuesto X-537A,
oxidacidn de substratos
1 fiujo de cationes €

ra inhibir la
sis de ATP asociadas a




e

una amplia variedad de conducteres de iones en la mem-
brana mitocondrial. Esta demostracidén experimental con-
duce a prbponer que la translocacién de protones © la

formacién de complejos con cationes divalentes por pars
te del compuesto X537-A Lhace evidente que la ATPasa menl

branal o bien el transporte de aucledtidos (ATP, ADP,
.. . + 4
iminativamente por el Ca 0

AMP) estén regulados discr
cto a los de cationes

por los flujos de protones COn TESPE

monovalenites.
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membranas bicidgicas gue sl porlirhor czlectiviansnte la
Gistribucién de iones de modelos de membrana como 1=z
~itocondrial, secundarvigmente alteran’ Sus mecaul i5mes

naturales de translocacidn de cationes, anioneés y pro-

tones y consccucntemente sus valores do potencial

ot
i
4]
t
st
w

ién

(1
\..
B!

electroquimice de membrana asi como la ope
procesos de transduccifn energética. El presents traba-

jo tiene ¢l propdsito de demostrar: a) 12 utilidad de

1os antibidticos monocarboexilicos como instrumentos

que nos permiten reconccer los mecanismes que regulan
12 translocacién de aniones y cationes mone Y divalen-

tes 2 trevés de membranas biecldgicas como la mitocon-

irial; b) Algunos factores gque regulan la selectividad

través de membranas transductoras de energia y c) La
wrobahle zscciacidn sxistente entre las propledades de
acarrezdores idnicos del tipo de alpunos metabolites

o a las

]
i
(w3

microbiancs y polidteres sintéticos con respec
de probables modelos de translocaderes de iones ensam-

tlzdos en memhranas bicldgiczs. Con la idea anterior

{.ﬁ'

dividiremos sl prescnte trabzjc en 4 secclones, 2 Sa-
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- bers I.- Los antibidticoes carbeoxilices como instrumen
3 X . .. !
= tos en €1 estudio de los mecanlisnos de translocacidn :
" Je anicnes en la membrana mitocondrial. II. Los Anti- *
1 -d
! ~idticos carboxilicos como Instrumentos &n el Estudip : i
7 . '
del Mecznismo de la Tremslocacidn concenttads de Catio

nes Divalentes y Fosfato cn le membrana nitocendrial;

L I1I. L2 Regulacién por Nucledtides de la Selectividad o

— Iénica de Acarreadores Moviles de catriones Monovalen-
'—‘i I T ERrY . - — + L] -
. tes en Membrana Mitocondrisl., y IV, Jrernslecacidfn de
[
1 lones catzlizada por Metsbolitos Microbiancs como node
1o de transporte de lones en Menmbranas sipldgiceas ’
-
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iislamiente de mitocondrias. OS¢ utilizaron mi-

T

le higado de rata macho com peso

snroximade de 130 g. separadas por ¢l procedimiznte
jescrite por Jehnson y Lardy (1367). La Gnica varian-

2l del teji-

[

te a este mitodo fué el homogenizado 1nic

1mm. Todos los pasos peosterieres del método de sepa-

racién de mitocendrias, d€ rutina se llevaron a cabo

en medio 1ibre de EDTA.

Preparscidén de Mitocondrizs paycialmente deple-
tades de fosfate inorgénica endégeEno . Se¢ utilizd el
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provenientes
de un medio que contiene: IZmM Na-ADF,

tirvato, Imid Na EDTA, 10w trictanolamina {C1 ) pH 7.4

:
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y .22 ¥ sacarosa a 30° por 1€ minutos. Posterior

minutos en Q.25 m. sacarosz + (.08 m manitol. Por cste
tratamiento la mitocondriz pierde esproximadamente 30%

de su contenido oripinal de fesfato (de 14.5 a 10 umo-
B

wicedns.  Los. fragmentos fosforilantes de membrana
ritocondrial se obtuvieron por el método de Graven, -
Lerdy v Sstrada-0., (1567). L1 procedimiento consiste
en rasuspendsr las mitocondrias en un ¥olitmen de 2ml
de ague bidestilada helada por vollmen de mitocendrias

souivalentes a 1 gr de tejido hepitico himedo. La sus-

]

peasién (12ml) se coloce en un vaso de precipitado de

tidas por un sonicodor Branson Modelo L5-75 en la in-
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tensidad (&)} - aprox

gundos. La suspensidn obtenida se centrifuga 2 25,000

o

x g por 10 minutos. La frzccidn sobrenazdante a su ver
recentrifuga 2 100,000xg por 45 minutos. La pastilla

gelatinosa recuperads =n el fondo del tubo se resus-
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EXPERIMENTALES HEDIDGS.
- Coantificacign de mevimisntos rfpidos d¢ caLlones
] )
onovalentes y protones, de CODSUNO d€ OXIFERC ¥ Co
ROMOVAIENTES ¥ Pi- G _COnSume St 9 e

cambics de dispersiénm de lz luz i SUSPENSionEs nifo-

)
— Zstos exXperimnentios S5« 1levaron a czbg per medio ;
T de un aparato disefiado ¥ construido por Chance, Moyer, é
1 Pressman ¥y Greham (Fressman, 1965, 1867; Graven, Fetrada Q

- T oA e
tTa CAmDlOS

5 1971a) que cipulténeamente detecia 'y regis

- . . - - + + q'+ o+ :
. réapid~s en la concentracién de C., H Li, Ha , K | ;
. L+ + . . . ) iz .- 2

— =57 o Cs  asi cemo veriacionss e 1z absorcidn de iuZ -
o  gel medio. Las wariaciones en la dispersidn luminica i
Ll
Lo B

- -+ e
, tyacidén de H sc¢ micieron coia unb sloctrode de cristal :
- 1 = - e - — oy T Ir -~ + :
. Gnico dc combinaciin LoCxmai iodelo 39030, Los do sa Y
B 117 con un clectrodo Beckgsn de cristal modelo 39040y ;
- N _— . J
kS los de K, Rb y Ls <on un electrodo también Beckman |
[ - - . . I
; nndelo 39047, lLos clectrodos S acoplaren a potsncicse- ;
tros Radicometer modelo 22 phi meter estos 2 zmplifica- ‘i
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ores censtruides  sd hec. Lo concentracidn de oxige-

[

4

no se cusntificd por medic de un electrodo vibritil

~eferancia de caleomel, Dospuds de una amplificacidn

convenicnte, lograda por modio de arplificadores indopsn

: e Ca - . 3205 csns -
? ~nantificecidén de 12 Ircorporacion de P Pi en/ATP.
o ~ ! ’327\"" ™ .’ 1
¥l ortofosfato marcadeo con- " P! Pi fué zislaco
- ' de ntros compuestos orgénicos que contieren fosfato por
i 1 mitofc de Martin & Dety (1847) modificado por Fsicone
—d .
v itonsky [1964). expevimentos ¢n los gue 3%
' ORI B T 3 3 Py = o 1 Frofat . Py
midih recambic 4 (T7P) Pl oentre ¢l fosfoto inorgi-
P
. nice y el ATP 2n susenciz de substratos oxidaoles, las
- velocidades de rtecambio se corrigieron d2 la oxistencia

ic (Boyer, y Col., 1856) bzjc la su-

posicidn de gue sdéio el fosfate terminal del ATF s¢ 1o

£

con el ortofosfato del wedio.
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Cuantificacién de la fosforilacién oxidative y de la

sctividad de Adenosintrifosfatesa mitocondrial.
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manométricaments por el procedimiente original de Lardy

v Wellman

(et}

vedida de reacciopnes de fluorcscencila.
Los cambios de fluoresconciaz del bromure de etidic
s¢ widievon como indican [strzda-0., Rubalcava y Gitler

"
1

(1271) =tilizando un espsctrofotoflucrdémetro Fzrrand
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H

mocdificado con unz fotoccldso RCA-1-PZ21 cuya sefial fud

amplificadz con un micro-microamperimetre Xeithley y -
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INTRODUCCION

MECANISEOS DE TRANSLOCACION DiE ARNICNES.

A la fecha se han llevado a cabo diferentes estu-
dios para esclarecer el mecanismo a través del cual --
tanto los substratos oxidables como el fosfato imorgé-
nico y otros aniones penetran a través de la membrana

ritocondrial. Barris y Cel. (1967 a,b) adelzntaron la

Q

hindte

n

is de que lag translocacidn aerdbica de aniones

Aznendia de la estimulacidén del influjo de cationes y
Ae la subsecuente neutralizacidn de carga debida al in-

f2 30 secundario de aniones. Mitchell (1966, 1568) pro-
=uso que la captacgén de un substrato anidnico se lleva
& cabo en la membrana nmitocondrial 2 través de un meca-
v7e3 de simport protén-anidén donde la protonacidn de
un &cido no-ionizado podria explicar su translocacidn

-

ooTTave

tn

de la membrana. Fna aparente apoyo a la hipdte-
$is znterior, Palmierl § Quagliariello (18569) observa-
rcn que la expulsidn de protones de la mitccondria se
asociaba a la estimulacién en la entrada de anicnes y

viceversa, que-la inhibicidn del influjo de aniones, asi

:
f
:

3

st e e
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w

R

asociabsz 2 la estimulacién en la entrada de aniones y
viceversa, que la inhibicidn del influjo de znpiones, asi
como el efiujo de zniones encddgenos, aparcntemente era

a consecuencia del influjo neto de protones. Rarris vy
ienger (1968a,b) han sugerido qwe los substratos oxida-
bles pueden transportarse a través de la membrana por
nedio de un proceso dependicnte de energia que no  es

consumido por la trenslocacidn de caticnes monovalentes.

h

Ts nis, Hansford y Chappell (19€8) han descrito condicio
nes donde la translocacién de fosfato dependiente de

. . +
acumulacidn neta de K .

+

*

encrgia ocurre en zusencia de

Los resultades obtenidos previcmente con antibié-
ticos iondforecs néutros o carboxilices sugirieron que la
penetrzcidén primaria de cationes (Harris y Col., 1867 2a.,b)
o bien la expulsidn de protones {Palmieri & Quagliariello,

1569) podrion ser eventos primarios, scguideos cn forma sub

o

cuente por la entrads pasiva de aniones al interior 4

n
[

la mitocondria.

Lz informocidén descrita en lz presente seccién de
este manuscrito, obtcnida a trevés de sstudios realiza-
des con ¢1 antibidtico monocarboxilico monensina A --

(Estrada-0., y Cel., 1967 c) indica que 1z trenslocacién




de concentraciones saturantes de algunos substratos --
oxidables y de fosfato inorgdnicc no es la censecuens
ciz de un influjo inducido de catlones oun efiujo de
protones., A la inversa, se hace aparente gque en ciertas
circunstancias, la penetracidn de fosfato dependiente de
energfia puede ser necesaria para la acumulacién de ca-
tiones monovalentes. Dstos datos experimentales s6lo se
hacen evidentes cuando el antibidtico iondforo que trans
porta cationes monovalentes y protoneés es la monensina

+
L

w

A. Observaciones adicicnales de e seccidn sugleren gue

(W3]
=~ B

l1a velocidad de incorporacién de (7"P) Pi en ATE depende
en la mitocondria no sbdlo del tramnsporte de fosfato inor
ganico (Estrada-C., y Col. 1967 a,b; Lardy y Col., 1967)
sino de la permeacién o el rcecambio de substratos oxida-
bles a través de un mecanismo irdependiente a movimien-

tos previamente postulados de la poza mévil de cationes

nonovalentes ¢ protones.

SOUEY S T

e




Los experimentos siguientes, llevados a cabo con
mitocondrias parcialmente depletadas de fosfato endége-
no por ADP {ver ﬁétodos) proporcionan los sigulentes
resultados. La Figura 1 (A,B,C) demucstra que la oxida-
cidén de substratos cezo el glutamafo + malato, asi como

R - s
¢l transporte acoplado de K inducido por monszzomicina,

1

1
i

decpende absolutamente en dichas preparaciones de la pre

Tt

sencia de fosfato inorginico. Este reguerimicente do fos
fato, hecho evidente por 1z presencia del par monensina-
monazomicina, no se habia demostrade con anterioridad

por la elevada concentracién de fosfato mitocondrial

}

enddgeno y por haberse utilizado antibidticos ionédforos

. L+ .
de ¥y para el K muy baja, como es el caso de 1la
nigericina (Pressman, 1868). FEs aparente que sélo

2}

¢n ¢l panel & de la Figure 1 (en donde existe glutamato

(T

* mzlato + fosfato) 1z monzzomicina rovierte por completo
el eflujo de catieones en recambio por protdn que induce
la monensina, Como también se deduce de los resultados
presentados en los pancls A y B de 1a Fig. 1, no parece

existir un requériniento de fosfate para el transporte

de icnes energizado por pirvuvato, citrate, a-Ketogluta-

2,

iy

HE
=
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FIG. 1. Los efectos de 1a monensina, la monazomicina, y el fosfato o el
acetato en la velocidad de oxidacian del par glutamato + malato, los cam-
bios de dispersién de 1a luz y el transporte de K+ y H+* en mitocondrias
de higado de rata. Una defleccidén del trozo de absorbancia de 1a luz (L.S5.)
hacia abajo, indica aumento de volumen de la mitocondria. La defleccién ha- .
Cla arriba del trazo de K+ o H+ indica entrada de estos iones al interior !
de la mitocondria. El medio contiene 10mM KC1, TmM MgCly, 10 mM trietanola-
mina (HC1) pH 7.4, 180 mM s8carosa y mitocondrias egquivalentes a T.4mg N en
5 ml volumen a 25°, La concentracion de monazomicina Y monensina fué 1,3x
= 10 7y 2x10°7 respectivamente. Otras adiciones fueron: Panel A 10mM acetato
: 3 ¥y 10mM glutamato; Panel B, 4mM glutamato + SrM L-malato y 10mM acetato; Pa-
nel C, 5mM glutamato + 5pM L-malato y SmM fosfato (TEA). Mitccondrias par-
Cialmente depletadas de Pj endégeno como se sefizla en métodos.

- if
O mM )
] GLUTAMATO . o |
s , _ 13x107 T M j
MONACTINA
- 0 2x10° T f
MONERSINA i
b E
MAL ATO i
—_ :
“‘::;ﬂ} - %
I/ r
' 005 mM |-Mal
320 A1 O mi4 L-Ma!
(| 4 omos .
oxigena O5mM L-KMal
= O7mM L-Mal
- : . LO M L-Mal
“,:EJJ
f min
1 4 el i | i ] 1.3

- rerti inhibi
FIG, 2. Los requerimientos Cuantitatlvgs dg’L-maIato para re\iéi;;méit; a0k
- cién céusada por la monensina.zn la ox1dac1on_@e gluta}mato],splN repmense
- timulada por la nonactina. La mezcla de riacglon(§8?§15g67 4n.188mﬁ cacarosa i
wt ' - M trietanclamins by, - !
! lutamato (TEA), 1mM MgCl,, 10m - . N mitocon i
% Ix10 2 M nonaétina, 2x10-7 M nonactina, 2x10=?»M monensina y ng‘hngzLi;dff”
d;ial en 5ml volumen a 259, El L-malato se afadib a las concentracio £ i

e
: - -+ -
L . T E* .



rato, glutamato o malato, cuando dichos substratos fue

ron valorados independientemente. Bl requerimiento de
P S+ .

fosfato para el transporté 1neucido de ¥ debe realizar

se en la penetracibn ul oxidacién de glutamato, de mala-

to o de los dos juntos. La Figura 2 muestra los requeri
mientos cuantitativos de L-malato para revertir la ---
inhibicién en la oxidacién de glutamato causada poT mo-
nensina en presencia de fosfato y nonactina. La mitad
de la estimulacién médxima en el conmsumo de oxigeno se !
obtiene con 0.5 mM L-malato. En condiciones donde hay , b
un exceso de glutamato y L-malato, (10mM de cada subs- 3
trato) la mitad de la estimulacién maxima del consumo =
de oxigeno se lle;a a cabo con 0.3 mM de fosfato inorgd
nico. Fl D-malato no reemplaza al L-malato en Jos expe-
rimentos anteriores.

£l fosfato inorginico, también es requerido para

. . .- +
que la nonactina estimule la acumulacion de K en pre-

sencia de succinato y monensina A, En presencia de pro- ;

pionato, acetato, formatc © butirato, como anlones gue 5
reemplazan al fosfato (Fig. 34), 12 nonactina estimula L
la oxidacién de succinato pero no la acumulacidn de R+ 1

en presencia de monensina. S6lo cuando se afade al medio



SUCCINATO + . SUCCINATO +

ACETATO FQSFATO
T BONEHS INA
WOHERSIHA MONACTINA
HONACTINA __ NIGERICINA

J ANLERUEIOB!S

INCREMENTO

[%) '

Jm————

0, T .

J FIG. 3. Los efectos del acetato o el fosfato en la velocidad de oxidacitn de
- succinato, los cambios de dispersifn de la lvz, y los movimientos de K+ y H+
inducidos en emembranas mitocondriales por los antibidticos, monensina, No-

nactina y nigericina. E1 medio contiene 15mM KC1, 1mM MgCl,, 10mM trietano-
. lamina {HC1) 10mM succinato (TEA), 10 mM acetato (panel izquierdo) o fosfatoy
(panel derecho), 180 mM sacarcsa y 1.8mg N mitocondrial en 5ml volumen a 25°

Las concentraciones respectivas de monensina, nonactina y nigericina fueron:
2x10-7, 1.3x10-7 y 1x10-'M. Mitocondrias parcialmente depletadas de Pi end6-

geno. :
§ ‘
| ‘ §
¥ 1
A g % <
: YALIFOHICIEA VALIHGIICInA
e HORENSIHA  HONTHSIWE
fi Pi Lj Bi (HOMEMSINA
| |t auonties i |
A N
r aff ;
N <l :
L i
. 6-} ‘i
o 1 ,..4”
o Y
[N, n
'
j ) ' |
‘ FIG. 4. Los efectos de la monensina y el fosfato o el acetato em los cembios

de dispersién de la luz inducides por la'valinomicina en presencia de gluta-
mato o B-hvdroxibutirato. lLa mezcla de reaccién contieme: 15mM KCI, TmM MgCl
10mM trietanolamina (HC1) pH 7.4, 180.m sacarcsa y 0.5mg nitrégeno mitocon-
' drial en 3ml volumen a 25°. Los medios también contienen: Fig, A, 10mM gluta
S mato + 10mM acetato; Fig. B 10mM B-hidroxibuturato + mM acetato vy Fig. C,
Y 10mM B8-hidroxibutirato + 5 mM fosfato. Concentracicnes de valinomicina y mo-
= nensina 1.3 x 10-7 y 1x10-7., Mitocondrias depletadas de fosfato enddgeno.
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T

~35.

de ¥ (Fig. 3B}. Sec obticnen resultsdes idénticoes 2 los
descritos en los panels A v B de lz figura 3, con res-
pecto a requerimientes do fesfato inorginice, cuando ¢l
succinato es substituide por f-hidroxibutirato como
substrato.

La figura 4 nuestra quc el fesiato incrginico re-

gule los cambios volumtricos do membrans acoplados al

+ . . . .
transportc de X en mitocondrias percialmente daplatadas

oW
O

o fosfate endégeno. £l traze A de la Figura 4 indica que
en nrescncia de snicnes cowmo vl zcetsto o &l formato 2s1
como de substratos independientemente estudizdos como £l
piruvato, el malaté, ¢l citrate o ¢l o-cctoglutaratos,

1a monensina revierte nor completo y hasta laz Iinen bosal,
¢i ~umento de dispersién de luz de mewbraznas cnusado por
velinomicina. Tn otros experimentos indcpendicntes s -

demostrd que el zumentc en 1z transmision de luz de las

j—a

o

. e S
membranas era parzlclo 2l infliujo de X inducido por
valinemicina, mientras que 1= reversién del fendmeno 6p-
tico anterior (medisdo por lz momensinz) era equivalen-
- : = - 1*+ .
a salida répida del K acumulado en ¢l inte-

ricr de 1la mitocondria. Estos campios son inscnsibles

H
8
;
t
i
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a2 lz adicidén de fosfate. Cuando los substratos ante-
riores son substituidos por succinato, s-hidroxibutira
to o glutamato+malato en presencia de acetato o formato,
1a monensina no sblo revierte hasta la linea basal el -
trazo inducido por valinomicina, sino que produce un --
mzrcado decremento (parslelo sl eflujo de K+) en la ab-
sorcién de luz (trazo B, Fig. 4). Este cambio a su vez
es completamente revertido por fosfato inorgénico a tra-
vés de que el anidn induce zumento de vollmen de las --
parifculas paralelo a facilitar la translocacibn de K+
al interior de lz mitocondria. Es entonces zparente que
el fosfato inoregdnico en presencia de ciertos substratos
oxidables, regulé ¢l movimiento neto de cationes mono-
valentes y agua dentro de la mitocondria.

De acuerdn con los datos anteriores se considerd
gue la acumulacifn de fosfato dentro de la mitocondria,
psro no le de ctros =niones ‘penetrantes” como el aceta

to, el formato, el propionato o el butirato (Chappel y

{w
o

Hzarhoff, 1967) estzba acoplada a la oxidacién o trans-
locacidén de succinato, B-hidroxibutirate o glutamato +
maltc en presenciaz de monensine. Si esta relacién era

reversible, se pensd entonces que la inhibicidn en la

141
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penctracién de fosfato causado por antibidticos carboxi-
licos £l interior de la mitocondria (Estrada-0., y Col.
1667 a; Laerdy y Col., 1867) podria revertirse por la --
axidacidn de los substratos antes mencionados. En rela-
cién 2 este concepto, también hemos sugeride (Estrada-0.,
y Col, 1967a: Lardy y Col., 1967) que los =2ntibidticos
PR . .. . . 32 iy
carboxilicos inhiben 1z reaccidn de intercambio (~7Pi)Pi
= ATP como consecuencia de su capacidad para prevenir
laacumulacidén de fesfato dentro de 1la mitocondria., Se es-
tudid entonces ¢l efecto de diferentes substratos oxida-
bles en revertir la inhibicién de la reaccién de recambio
P) Pi = ATP causada por antibilticos czrboxilicos. -

Esta reaccién se midid bajeo condiciones gue permiten ob-

servar tanto la suma de la penctracidn del (S?P) Pi y cdel

o

ATP como la reaccidén de inter

1
5}..

ambio isotdvico propilamen-

te dicha. Bzjo estas circunstancias, censideramos la cing

\“

tica de 1a mismz2 como un monitor de 1a capacidzd de los

substrat oxidables para fecilitar la entrada de fosfa-
to inergfnico durante el e¢fluic de K+ causade per los an-
tibidticos carboxilicos. Come se sospechzba, la Figura 5

indica que aquéllos substratos que. ¢n presencie de fosfate
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FIG. 5. Los efectos de la monensina y los substratos oxidables en la velocl-
dad de incorporacién del (®%p) Pi en ATP en mitocondrias de higado de rata.
E1 medio contiene 6mM tris ATP pH 7.4, SmM fosfato [TEAlconteniendo 15,000
cpm de (32p) Pi, j5mM KC1, 180mdM sacarosa, J0mpM trietanolamina (HC1) y mito-
condrias equivalente a 0.3mg N en 1 ml volumen a 30°. La reaccion se inicid
por la adicién de ortofosfato marcado CON (32p)Pi; fué deteni
indicados por la adicidén de &c e E] trazo A muestra

ido tricloroacético al 6%.
1a velocidad de jncorporacidn de (?2p) Pi en ATP en ausencia de substratos

oxidables.
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inorgénico facilitan la penetracién de K@ al interior de
la mitocondria en presencia de valinomicina o nonactinag,
son los mismos substratos que permiten que la reaccidn de
recambio (SZP) Pi ATP se lleve a cabo en presencia de
monensina. Esta Gltime observacidn sugirid también que la
oxidacidn de dichos substratos podria estimular la pene -
tracidén de fosfato-dependiente de energia, afin en contra
del efecto opuesto mediado por la moncnsina. La exacta

demostracién de csta Gltima pronosicidn se observa en 1a

Lt
e

Fig. 6. Indica que sé6lo el succinato el glutamato + mala-
to o el f-hidroxibutirato pero no el glutamato, el a-ceto
glutarate o el glutamato, independientes, son capaces de
estinular la penetracidn de ortofosfato 2z la mitocondria
en la precsencia de wmonensina.

Lz eficiencia de los primeros substratos para aco-
plarse 21 mecanismo de translocacidn de fosfato no sélo se
observa con antibidticos iondforeos como la monensina.
También se observa que el efecto inhibidor de 1a hiperos-
nolaridad en el transporte de fosfato {Tabla I} como en la
reaccidn de recambio (329) Pi ATP (Fig. 7) sen completa

ménte prevenidos por la oxidacién o 1a penetracién concer

tada de succinato, glutamato + malato o g-hldroxibutirato.
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FIG. 7. Los efectos de los substratos oxidables y el incremento en la
concentracién de KC1 en la incorporacién de (32p) Pi en ATP en mitocon-
drjas de higado de rata. Las condiciones experimentales son idénticas &
las de la Fig. 5, excepto por la omisién de los antibidticos carboxilicos
y por la evaluacién del incremento en la concentracisén de KC1 en la reac-
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cada panel, representan la osmolaridad total del medio.
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DISCUSION

El problema de determinar l2 prioridad de la trans-
loczcidén de cationes sobre la de los eniones en 13 mem-
brana mitocondrial, o viceversa, ha sido tema de contro-
versias inportantes en la literatura. Algunas publica-
ciones han sugeride que los 4dcidos carboxilicos oxida-
bles o el fosfate inorgdnico penetran al interior de la
mitocondria impulsados: a) Por un influjo de cationes
dependientc de energia {Harris y Col., 1567 =2, b),; b)
por el eflujo de protenes (Mitchell, 1868; Palmieri §
Guagliariello, 1969), o bien, c¢) por un mecanismo RO
primariamente relacicnado a movimientos ensrgizedos de
cationes (Harris y Manger, 1568 a,b.).

L

v}

informacidn descrita en la actual seccidn del
pTesente manuscrito coyeideramos que he demostrado convin-
centemente que cuande laz acumulzcidn de cationes monova-
ientes es inhibida en la miteccondriz por el antibidtico
moncnsina A, la penetracidn dependiente de energia de
fosfato inorganice permite la entrads subsecuente de K+

inducida por la valinemicina, la nonactina o la monagzo-

micina. Estas observaciocnes obligan 2 considerar que la

|
|

L
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scumulacién intramitocondrial de fosfatc inorgénico no
necesariamente debe estar impulsada o ser la consecuenr-

. . .. . . L s e
ciz de movimientos primarices de lz poza mévil de X .

fntonces, podemos concluir que axisten condiciones en

i cuales la translocacién de cationes monovalentes €85

5

as]

secundaria al transporte primario de fosfatec dependien-

te de encrgia. Esta propesicién difiere de sugestiones
previns de Harris y Col., (1867 a, b.), 1ias cuales pre-
d¢ijeron que la entrada de fosfzto en la mitocondria c¢ra

1a consecucncia del transporte de cationes. También --
nuestra sugestidn parece diferir de Pelmieri y Quagliariello
(1969), guicnes encontraron una aparente correlacidn entre
influjo de protones € inhibicidn en la penetracidén de fos-
fato en mitocondrias intactas.

Consideramos muy probzfle que en ciertas CLTCUns-
tancias, la penetracién de fosfato, primarizmente deriva
do de su intercambio por otre anidén enddgeno como el --
L-malato, (Papa y Col., 1969: de Jong y Col., 1863) pu-
diera facilitar la translocacidn de cationes monovalen-
tcs en intercambio por protones. Esta sugestidn no con-
tradice la posibilidad (Mitehell, 1868) de que 10s pro-

tones generados en la cadena respirateria durante la

in

4
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oxidacién de substrates, pudi¢ran ser utilizados en un
mecanismo de tipo simport para la protonzcidn y subse-
cucnte translocacién de fosfato o z2lgunos substratos
oxidables dentro de la mitocondria.

Los datos del presente trabajo que sefizlan que la
oxidacién de cencentraciones a2 saturacidn {(1CmM) de suc-
cinato o f-hidrexibutirate son independientes tanto de la

C . . + +
adicidn de fosfato como de los movimientos de K y H

(Fig. 3), aparentencnte cclocan la penetrzcifin de estos
dos zniones en la categoria del mecanismo de intercambio
anién-anién sugerido en este trabzjo. El anidn enddgeno
recambiable por sucéinato o B-hidroxibutirate exdégenos
podria ser CH , o bien fosfato, mazlato u otro 4cido di-
carboxilico. Por otro lado, es claro que la oxidacién

de concentracicnes elevadas de glutamasto, malato, piru-
vato, citrato, a-cetoglutarato o el par glutamate * ma
lato (Figuras 1 y 2), requiere no sélo de los movimien
tos de K y B (Graven, Fstrada-0., § Lardy, 1966),
sino también de la presencia de fosfato inorginico.

La cxplicacién de este requerimiento de fosfato pue-
de residir en el hecho de que la oxidacién de glu-

tamato que tiene lugar a través de la oxidacidén de -



o-ketogluterato (Lzzone y Ernster, 1561), del mismo

modo que la entrada de o-cetoglutarate vy el L-malato

en mitocondria dependen de la penetracidén de fosfato
(Chiappell vy Col., 1967). Es entonces aparentc que nues-
tres observaciones sugieren que la pérdida de fosfato
endbgeno causzada por antibiéticos carboxilicos (Estrada
0., v Col., 1967., Lardy y Col., 1567) es 1a responsza-
ble de laepeci ficidag de substratos =2nidnicos que mues-

tran los antibiéticos pare inhibir el consumo de oxfgeno.

[y)s

mportante que la oxidacidn de succina-

[3

[

£s tambi

T+

n
to, bB-hidroxibutirato o glutamato + malato, restituye no
sélo la trsnslocacién de fosfato, sino tawbién la sinte-
sis de ATP radiéctivo inhibida per antibidticos carboxi-
licos (Figura 5}. Es probable entonces que los substra-
tos anifnicos anteriores penctren a la mitocondria, fa-
cilitando a2l oxidarse, la entrada del fosfato en inter-
cambio por un anién c¢ndégeno que bien podria ser un pro-
ducto de 1a oxidzcién del substrato lo cual restituye
. . . 3Z2.,. -

le incorporacién de Pi en ATP.

Esta sugestidn se encuentrz ademis apoyada por el
hecho de gue 12 hipercsmolaridad bloquea la oxidacidn

del glutamate, el malato, el giruvato o el m-cetogiuta-



del succinato o la del B-hidroxidbutira-

3]

rato pero no 1
to (Jehnson & Lardy, 1968; Astman § Daives, 1467), tal
como 1o demostramos en este trabajo para la reaccidn de

intercambio Pi = ATP ( Figura 7).

Lehninger (1937) tratd de explicar la imhibicidn
de lz reaccibn [32P) Fiz=ATP causado por la hiperosmo—
iaridad, al postular la interaccidén de cencentracioncs
altas de K+ o sacarosa con un componeénte enzimftico que

supuestamente participabez en el proceso de sintesis de

ATP en 12 mitocondria. Los resultados del presecnte ma-

nuscrito indicen que dicha inhibicién se preduce al blo
. L . .32, . .
quearse la penetracién de (7°P) Pi dentro de la mitocon
dria. Esta conclusién, asi come los resultades obtenidos
con lz monensina A, nos permiten concluir que las velo-

32

cidades de incorperacién de (“°P} Pi en ATP son no sdélo

funcién de 12 transiocacidn de fosfato (Estrada-G., vy

U‘

Col., 1967z; Lardy y Col., 1967), sipo también de la -~
permeacidn o intercambic de substratos anidnicos. Esto
Gltimo parece llevarsg 2 cabo a través de un mecanismo

no dependiente de los movimientes de K+ y H+¥ previamente

postulados por otros autercs.
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i LOS AWNTIBIOTILOS CALRBOXILICGS COMO INSTRUMENTGS
EN EL ESTUDIC DE LOS MECANISMOS DE TRANSLOCACIGN
CONCTLRTADA DL CATIONES DIVALENTES Y FOSFATO

A TRAVES DE LA MEMBRANA MITOCORDRIAL.



INTRODUCCION

1a translocacidn de Ca2+ dependiente de la oxida-
cién de substratos o de la Lidrdlisis de ATP esté aso-
ciada sl eflujo de protones &n membranas mitocondrigles
intactas {Vasington y surphy, 1962; Saris, 1663, Rossi
¢ Lehninger, 1964; Chance, 1865; vitchell, 1966, 1968).

- . I . .. s
Bl eflujo de K inducido en condiciones anacrébicas por

1a valinomicina €n sitocondrias también estimuia la trans

- .2 2+ ; . - .
locacién de Ca dentro de ectas particulas (X
¢ Azzone, 1867; Azzone, Rossi & Scarpe, 1868%; Scarpa §
Azzone, 187¢).

La pregunta central de las observaciones anterio-
res radica en aclarar 1z naturaleza de la asociacidn -

.. +
entre los movimientos de X' y protones con respecto &l
. 4 + ) .

proceso de la transiocacifn de Ca en membranas mito-

condriales. De acuerdo con 15 denorinada hipétesis qui-

mica del mecanismo de aconlamie: energético, s¢ ha su
gerido que los flujos concertados de cationes mono Y

divalentes asi comec protoli€s, cstin ligados a través de
un intermediario quimico comln que energizaria el trans-

porte de dichas c¢species iénicas a través de la membrana.

P R
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(Lehninger ¥y Col., 1863; Chance, 1965; Slater, 1969).
Por otro lado, la hipbtesis gquimicsmética predice que el
eflujo de H depencisentc del metabolismo o el k' indu-
cido por valinomicina &n condiciones anaerdblcas, daria
lugar a 1la generaciin de un potencial negativo de mem-

a dentro de

brana que estimularia le scumulacidn de Ca
1a mitocondria (Mitchell, 1068, 1962}).

La participacidn del fosfato inorginico en el me-

) ) 2+ i

canismo de translocacién de Ca es controversial. En
presencia de g-hidroxibutirato el fosfato inhibe no sélo
1z acumulacidn de Caz+ dentro de la mitocondria sino - -
también las transiciones de ecstado ITI a estado IV cau-
sadas por el Caz; en medio 1ibre de fosfato (Rossi &

Lehninger, 1264). Dichos cfectos inhibidores del fosfa-

to son prevenidos por la 2dicién al mcdio de ATP, de -

. s \ + - . .
oligomicina o de hgz (Drahota, Rossi Y Lehninger, 1564).

Por otro lado, los efectos anteriores no s¢ observan -
cuande el g-hidroxibutirato s substituido como fuente
de energia por el succinato © el glutamato (Cé&spedes,
el

Calderdn & Estrada-C., 1971 en preparacién). Esta 0lti-

na observacidn destaca la inconveniencia de interpretar

'
1
:|
'
|
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10s efectos inhibidores del fosfato en la acumulacion
de CaZ+ a través de una competencia entre el Ca2+ y el
fosfato por un intermediario quimico de alta energia
(Rossi y lLehninger, 1964} .

En la presente seccién de nuestiro manuscrito, Sse
demuestra que antibidticos carboxilicos que primariamen
te transportan K y protones, COmo SO 1z nigericina, la
dianemicina, la monensina y 105 COMpuéstos Lilly A-217 ©
toffman La Roche 537, estimulan 1la acumulacidn de C32+
y fosfato sélo bajeo condiciones en 1as cuales el fesfato
inhibe la acumulacidn de Ca2+ con &-hidroxibutiratc como
fuente de energia. Sugerimos que los movimientos de ca-
tiones divalentes y anilones descritos pueden explicarse
por la induccidn simulténea de movimientes de k' oy HY --
asi como de la translocacifn concertada de algunos subs-

2+

tyatos oxidables con el transporte de Ca y fosfato a

través de la membrana mitocondrial.

OO .« . RESPS ST
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g La figura 1 sehala que €N presancla de g-hidroxi-
._§ butirato y fosfato inorganico, el :ncTemento en la con-

centracién del antibidtico monocarboxilico nigericina

24+

estimula la acumulacion de Ca dentro de la mitocondria.

= é nicho fendmeno €s ;inhibido cuando s€ omite el g-hidro-

: : : - . -7 s
yibutirato o oUando se afiade al medio 5x10 ° M antimicl-
e -7 ' AN

S aa o 2x10 'M rotenpna.

La Figura 2 (Panel A) muestra una grafica de la

. + . .
magnitud de Caz scumulado dentro de 1a mitocondria --

724+

contra concentracién de Ca 2fiadido al medio eén pYE-

sepcia de 3x10'7M nigericina, c-hidroxibutirato ¥ fos-

fato. El antibibtico Mo solo previene el afecto inhibi-

“% dor de ortofosfato en 1a acumulacidén de Ca2+, sino que

también estimula la translocacidn del catidén divalente
dentro de la mitocondria. EL Fanel B de la Figura 2 sé-
fiala que 1la nigericina tambidén estimula en forma signi-
ficativa la scumulacién de fosfato del medio en presen-
cia de concentraciones crecientes de C32+. La nigerici-

. u 2+
na no afecta la +ranslocacion de Ca o fosfato en au-
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cia d& fosfato inorgénice afiadido, independientemcnt

sai
de la fuente energética stilizada pare el transporte.
Ny L2t e s . .
i,x acumulacidn de L3 estipulada por la DLEETL”
cina es sensible @ 1z concentracidn de protones del
medio (¥Figursa 3}, El capbio de pE do 6£.0 a 6.5 resulta

ennoun incromento en la scumulacidn as Ca estimulada

por el antibiético mientras que por srriba de pH 7.0 se

observe un decremento de este fendmeno. L1 antibidtico
- . g i+ - .
ne estimula la scumulacidn de Ca” por arriba de pH 8.0.

wesultados idénticos & 1oS anteriores sé ohticenen CuLiR
31

do se estudia la ~cumulacidn de fosfato irorginico e

. 2+ . . . . . L.
presencia de Ca” g-hidroxibutirato ¥ nigericina.

La nigericina €s reemplazada pov diferentes an-

o]

tibidticos carboxilicos pari cstimular la acumulacidn
2

a”" y fosfato en 12 mitocondria. Como se muestra €n

—
-

w©
]

i1ag Tabla I, 1 nigericina, 1a diznenicing, 1as monensi-

w

qas Ay By los compuestos Lilly A-217 Y ULP-537 estimu-
1an de modo similar 1a acumulacidn de fosfatc y cationes

divalentes en mitocondria.
Guservaciones previas dé Lardy, fohnscn ¥ MeMurray

§) demostraron gquv concentraciones bajas de nigeri-

w
[#a]

{1

i

e by T

iy T
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TABLA [

£E1 efecto  de dgfeﬁgntQEWEQEgpiétiqps gﬁﬁgggilicos_gg_gg

-z 2 . s
acumulacion de Ca "+ ¥ fasig}gmdengggwggmggwggﬁoconarla.

ot TR R R

El medio contiene 10mM trietanolamin2 (c1-) pH 7.4 15mM KC1,
2.5 mM fosfato (TEA), 200 M CalClg, 20,000 cpm ("*Ca) Ca?t,

i 0mM g-hidroxibutirato, SO0nM sacarosa 0.6ug/ml de los antibio
ticos carboxilicos sefialades vy 4 &g de nitrdgeno protéico de

mitocondrias.

nmolas totales nmolas totales
de Ca?+ acumulado de Pi acumulado

F__..,_MM,-W__,—-_“M__.,W.MW

Ninguna 50.93 69,00
Nigericina 221.80 275.00
Monensina B 192.80 , 280.00
Dianemicina 217.00 275.00
X-53§A - _ 219.00 279.00
Lilly A-217 188.00 . 280.00
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DISCUSION

[

Los datos anteriormente presentados indican que

antibiéticos carboxilicos Como la nigericina, la diane- "
micinaz, las: monensinas y los compuestos Lilly A-217 ©
LLR-537 estimulan la acumulacidn serébica de ortofosfa-

2+ : . p : :
to y Ca depend iente de encrgla Cn la nitocondria --
(Figs. 1,2; Tabla 1). Tal acumulacidn de ioneses estimula
T ds solamente bajo condiciones en las que el fosfato im-

itz , 2+

pone una inhibicién én la entrada de Ca y fosfato en

presencia de s-hidroxibutirato. Por otTO lado, cuando

el s-hidroxibutirato es reemplazado por el ATP como fuen

te de energia para el transporte de ionas, los antibid-

2+

,j ticos bloquean laz acumulacidn de Ca (Fig. 4) y orto-

- fosfato. Es mds, los antibidticos carboxilicos no afec-

3
. + .

tan le translocacidn de Ca“" y fosfato energizada por
1a oxidacién de succinatg en presencia de fosfato 1noT-
ganico. Entonces, es aparcnte que l1a capacidad dc¢ los
antibiéticos carbexilicos pare estimular la acumulacidn

- 2+ _ p C Az
de fosfato y Ca sélo estd scoplada a la oxidaclon 0

transtocacidn de ciertos substratos.




Qrngervaclones

=3

revias de Pessi y Col. (1864)

han mostrado que & presencis de r-nicdroxibutirato, 1 2

2mm de fosfato inorgénico caugan unz rrolongacion inde-

. . . Z+
finida de la resplracioh inducida por el Ce en el es-
tado III sin el retorno cstequiomdtrico @ nivel del esta-

do IV, En estas cirveunstancias, el fosfato produce una

) . . - 2+ .
e inhibicidn de més del gn% en la acumulacion de Ca mi-
o tocondrial., Les resultados del presente trabajo confir-
- man estas observaciones. fs mas, hemos observado (Céspeces,
: Czlderén y Estrada-C., &n preparacién) que el fosfato -
h . . : . 24 :
inorginico previcne 13 scunmulacidén de Ca promovida por
] 1 g-hidroxibutirato, ¢l piruvato, el L-malato o €l --
- w-cetcglutarato peroc Lo 1a c¢nergizada por el SuCCinato
= o ¢l glutemato. Entonces, e1 efecto inhibidor del fos-
. . . . 2+ .
g fsto en €l proceso de acumulacidén de Ca es también seé-
B
jectivo para cigrtos csubstratos. Dicha selectividad de
_Qj substratos, aparentemcnte rcocizda 2} proceso de trans-
Ca 2+ ' . .
- iocacién de Ca™ , ©5 por complete diferente al patrdn de
" substratos, gue, como S5¢ demostrd en ¢l capitulo anterior.
“ de eosta Tésis, apzrentemente cstha asociada a la translocar
. . +

T

cién de K .

s
o

e A T T A AR T AT e



La selectividad de antibidticos carboxilicos para

L \r,+ - -
estirular la acumulacCion de Ca®" y fosfato s6lo con

£

ciertos substralos, puede explicarse de la selectividad

de ectos iondferos para impedir la acumulacién y sub-
secuente oxidacidén de ciertos Acidos carboxilicos, aso0-
ciado éstoc 8 la scidificacidn intramitocondrial o al eflu

. + . v ot .
jo de X promovido poT los antibidticos mencionados. En

-t

otras pelabras, zincapacidad de los antibidticos para
estirular la scumulacidén de cationes divalentes vy fosfa-
to con piruvato, L-malato a-cetoglutamato O glutamato, se
dehe a la elevadsa eficiencia con la que inhiben la acu-
mulacién y oxidacidn de concentraciones 'a saturacidn' de

1os suhbstratos anteriores (Lardy y Col., 1058 Graven y

Col., 19663 Estrada-o0.; ¥ Col. 1967a, 1970a}.

FL N

o

&s mas

1

i€{cil explicarse la naturaleza de 1la

por el fosfato pa-

selectividad de sucstratos mostrada

e 4 24 4 .
vz inhibir la acumuiaCliln de Ca® dentro de la mitocon-
dria. Debe sin emburgo hacerse notar aque el fosfato --

n ¢ translocacidn de

o

inergénico no inhibe la retenci

+
o fosfato con aguellos substrates gue como el suc-

[

Ca

cinato o ¢l glutamato (Chappell & Robinson, 1867

§
?
B

e

o e S




=

Cranroll & Haarhefi, 17267) apnronteomiots yoouiuron Ao

Teosfate imoreanice pnro S cranslocacidn o Intercnmy
anidnice ¢n 1o moTOTang «~itocondrizl., Istea ~epcizcién

dc hachos sugierc gue 10S ofictos innibidores descritos

cara ¢l fosfato sc llovan o c~bn =~ mivel del aconlanien-

fhsorvacioncs previocs de 12 literaturn 470 S
lado gue ¢l mucniismo de translocrcibn de C2 sl mi-
tocondriz pucde estar aspciado ol cflujo de, yn sea @1
7o de protongs del interior de la particule (Saris,

1263, Kossi & Lehninger, 1564, Chance 1865, itchell --

i

b}

£6; Scarpa y AZIONC, 1070), Entonces. es probable gcue

1a alcalinizacién intramitocondriai causada por la expul
a4 s 2+ s '

sién de protones inducida por el Ca (Fig. 6) pudiera

facilitar la penctracidn de ortofosfato al intcrior de

12 mitocondria {(Mitchell, 1966, 1968, Quaglisriello y

ja N
(i

Col., 196%) y que ademis, ¢l eflujo de B dependiente

1
0

ja W

nergl

0

. PAS . .
mediado por ¢l Co (Figuras 6 y 7) junto con el
+

W
¥
]
1
gl
)
[
@
P

intramitocondrinl catslizado »oOT antibildti-

cos carboxilicos {Fig. €) pudicerz conducir = la formacidn

o L e i e S L S S
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de un potencinl negativo de membrane que estimulorie la

scumulacién electrogiénica de Ca°  dentro de la mito-

condria. La incapacidec de 12 nigericing pare transpol

tar Ca 1 través dco interfases widro-1ipidicas (Celde

rén § Estrada-0., datos no publicados) descarta la po-

cibilidad de que el antibibtico funcione CoRO ul 2CAYTeEd

1 P PRA
dor movil para Lo .

Independicnte o la proposicidn anterior, narcce

)

s 1.,
ML enuer

A

roguerirse de una explicacidn adiciomal para

a

ook

el porqué Jos efcctos snteriores sc observan cunndo
encergiz para el transporte do Ca y fosfato provienc
de la oxidacién del g-hidroxibutirato pero ne cuando -
provienc de la del succinate, ¥ fsto » pesar do que la

nigericina no afecta la fosforilnacidn oxidativec de em-

hos substrates (Lardy y Col., 1258, lienderson f “hoppell

1967) .

Es probsble gque los resultados snteriorecs rofle-
jen difercncias en el acoplamiente entre el intercambio
de substratos aniénicos v fosfate con vgspecto a los mo-

. + . < mrC
vimientos de ¥y proteones. Himmich y Rasmussen {(1965)

encontraron que cuando las mitocondrizs de hignde de



77777

I
i
b
:

24

1 -~ e Wl Ty RnEirat ,
rata acurulan a7 cplapente el p-hidroxibutiraie, el

glutamato, o1 HCO, y el jactato, SiTrven come contra - -

i T

: S 2 i
iones pera ¢l transnorte de La~ mientras gue todos 1os
intermedizrios del ciclo de krehs son imnermeables  para
cste propbsito. POY otto lazdo, cusngo S€ indujo trans-
+ - ] 3 _ _ - P
5o observd un periltld diferente do permeabls
1idad de aniones al anterior. Lstos Gltines rosultacdos
refuerzan nussira nasicién en o1 sentido de que difercn

cias cn ol mecanisno ¢o tveomnsloCczCildn de substratos ¢arl

yles cue afecten tanto Su protonszcibn COmMO i~ subsecuen

te translocacidn de = o fosfato o¢n recamblo O Parss

bidn pucde eplicerse 2l tronspeorte de iones energizado
por ATF, ya gque la inhibicidén por ia aigericina tanto




[

de ‘12 hidrélisis de ATH cstimuladn poer el

Jeohnson y scliurray, 1058, Figura 4A) como

2+

Ca

del

{(Lardy,

trans-

porte de Ca ¢nergizado por ATP (Figura 4B) pueden

ambas ser el rosultedo del bloguco pare antibidticos

carboxilicos de la acurulacién de nucledtidos, como

resultado de cambios nripariamcntc induc

t¥anslococidn de protones © mctales monov

dos

aitcrnative pora explicar CSios Gltimos resul

ris la inhibicién dc 12 actividad de ATPasa

. 2+ - P T - .o .
de Ca COmo COonsacucncia de una inhibicidn cGn la trans-

) 2+ e e s
forencia neta de carga (Ca } por los antibidticos car-

box$licos haciaz el intcrior de lz miteceondria.

posicidn zsumirie un acoplanicnto cicctrozénico entre la

>S5

r+
b—‘
%)
s
N
]
LeH)
-
0]
s
(@]
[}
4]
fi
(@]
E’j
o3
{3
i)
Vt’l

Lrana y ia actividad de ATPasza.

ccie 16nica 2 traves
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IN S

FEGULACION POR NUCLEOTIDOS DE LA SELECTIVIDAD
IONICA DE ANTIRIQTICOS IONOFORETICOS EN

LA MEMBRANA MITOCONDRIAL .



INTPODUCCION

El capitulc anterior sefiald alounos factorss aue

regulan la translocacién de un metabelit o polar o especie

idnica determinada a través de una menbrana lipidica.

Sin embargo, sc requieren evidencias adicionales para en

tender la2 naturzleza del mecanismo a través del cual un

1y

iere translocar una especie -

T

>
[

(=}

sistema de transporte P

4

b

i6nicn determinada, en exclusidn de ctra gue os muy pe-
recida o casi idéntica, pero desigual a ella, En otras
palabras, el entender el mecanismo queé conduce 2z lo se-
lectividad iénica do superficics biolégicas es un proble
ma central en el estudio de 1a funcién de la membrana.

Los zntibiéticos icnoforéticos se consideran los

modelos de acarreadores de iocnes que mimstizan con ma-

sin evidencias cxperinmentalos {Ling, 1¢ ), gque los

3

A

nuclecédtidos pudieran participar nc sdlc como fuente ener

-+

gética para el transporte asi métrico de Na® por X en -

]
[l

membranas celulares, sino como factores de control en el

R P PER. S AR S




pfoceso ge selectividad idnica del mismo. Per lzs cip-
cunstancias antericres consideramos de interés el de-
terminar los factores que regulan la selectividad de
los flujos de iones catalizados por antibidtices lonofo
réticos en membrana miiocondriél, considerindolos como
modelos de acarreadores de iomes en membranas bioldgi-
cas. En concreto, el presente estudic se 1levéd 2 cabo
con el propdsito de explorar los efcctos del ATP y toda
una familia zdicional de nucledtides en la selectividad
idnica de la nigericina y la disnemicina (Estrada-0., y
Col., 1867a; Graven y Col., 1066 Lardy y Col., 1967)
como inhibidorcg de la acumulzcidn de cationes monova-
lentes inducide por monazomicina (Estrada-0., y Gémez-

Lojero, 1370) o anilogos de lz nonactins (Graven, Lardy

-

y Estrada-0., 1267). Dichas observaciones indican que la
+
elevada selectivided matural de ia nigoericina sor K

Pressman v Col., 1867) es mds aparente en membranas mi-

et

tocondriales cuzndo el transporte de iones s cnerglzado

por ATP. Cuszndo diche proceso es eneérgizado por 1z oxi-

- » 4 :
dacifn de substratos, 1la penetracidén de K catalizads por
iondferos del tipo deo la valinomicina es revertids por
ionbdfores carboxilicos sin apsarente selectividad i6nica.




Los resultados del cnfoque anterior sefinlan ocuc

fosfato inorgfnico liberzdo del ATP os responsable de

las diferencias en 1a selectividad idnica

te de cationes promovido por antibiéticos carboxilicos

o5

4y

dican que el ADP y un anfloge fosidmico sintético del

no rclacionado con su posible napel como

&5}

(metilen, g-v,ATP) 2si coro otros nuclieosido mono-,

d¢l transpor-

ncia del nucledtido. Nucstros detos también in-

trifosfatos antagonizaon o Compiten con el transpor

5}

Dy

iones encrgizado por ATP 2 trav

¢

nzdores de grupos fosfato en 1o fosforilacién oxidativa

=

fs

contribucién de los nucledtidos en 1a carga cléctrica

de la superficie menbranal.

5 de un mecanisno

acepteres o do-

canismo parcce estar relacionado con la probalble

B e JATTEI



strates oxidables en 1z

n
s
o

Efzctos del ATP y los=

selectividad ionica dz la Nigericina,

+ -6, . -
La ¢specificidad por ¥ de 1.4 x 10 M nigericina
para revertir los cambics de dispersién de lur de mito-

conrdrias asocisdas ol influjo dc cationes monevolentes

prisencia de ATP. Lz nigericina es incapdz de revertir

¢l decremento de sbsorcidn éptica zsociado a2 la =2cunu-
lzcidn de Cs ostimulado por lz meonazomicina en presen-
ciz de 10 mm acctato y 6 mm tris ATP (Panel A de 1a Fig.
1). La adicién subsccucnte de 40 mm de diferentes cationes
noncvalentes, después de 1o nigericinz, induce un inme-

dizto incremento del trezo de dispersién luminoss con la
-+

ricinz. Esto indics cuc en nresencia de ATP, acetato v

_ .. . L+ .+ ' .+
menniomicinz, séle ol Ky el Rb pero no el Li' g &1 Cs



FIG. 1. El efecto del ATP, el glutamato y los cationes monovalentes en la
reversidn por la nigericina del decremento en 1a absorcidén de luz causada
por la monazomicina y el Cs+ en mitocondrias de higado de rata. El medio

contiene: 10mM trietanolamina (Cl-) pH 7.4, 10mM acetato (TEA), 15mM CsCl
125 mM sacarosa y 1.0 a 1.2 mg nitrégenc mitocondrial. La monazemicina y

la nigericina le afiadieron a concentraciones de 1.2x10-7 y 1.4 x 10-°M --
respectivamente. E1 panel A contiene 6mM tris-ATP y el B 10 mM glutamato

(TEA). Donde se indica se afiadieron 40mM de los diferentes cationes mono-
valentes en 50pl. de volumen.

A j 5 - ——
. EUTAML CiA <
KEONACTIHA HOMACTIHA
Ho NACTIHA
A ERICIHA .J RuTassc rien
HIGERICINA S wmisERICING
0L
i_o.;,.

———— e

i ! min

i E . iy

FIG, 2. El efecto de la rutamicina en la reversién per la nigericina, del
decremento en la absorcidn de luz inducido por la nonactina en mitocondrias
en presencia de Cs+, ATP y substratos oxidables. Las condiciones experimen-
tales son iguales a las descritas en la Fig. 1 excepto por el uso de 15mM
LiCl en lugar de CsCl y la adicidn de 7x10-’M nonactina Yy 3x10-7M rutami-
Cina y 3x10-7M rutamicina, asi como 10mM succinato (TEA).
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i

asaquibles 2l eptibidtico carhox

1

Iice. Per otro lado, -
cuande en vez de ATP sc¢ utilize 10 mil de succinato como
fuente de energia para el transporte de¢ los cationcs mo-
novalentes inducide por momszoricina on presenciz de ace-
tote, l2 nigericine revierte por completo los cambios de
dispersién luminosz zsocizdosala transloczcidn de Cs

(Panel B, Fig. 1). Se ohscrvan resultados sinilarcs cual

do ia sal de Cl— del Cs  os substituida per Li Na , K
7 + PR 1 -+

0o ko En otras palzsbras 12 sclectividad aparentce per ¥

de la nigericine desapnrece en ausencia de ATP. Como se

observa en 12 Takle I, el c¢fecto del ATP rara Tevertir

movimientes de iones con uns casi exclusiva espocificidad

ot c o s ’
para rooes especifico  de este nucledtido. Otros nucled-
sidec momo-, di- o trifosfotos no reemplaza 21 ATP cn el

cvecto snterior,

S¢ requierc de 1a hidrdlisis del ATP parz2 aque ¢l

+

auclebtido incremente la scl

(94

ctividad iénica de 1a nige-

[

. . +
ricina por £ en Iz membrons mitocondrinsl. Psto sco daduce

s

e TR

TR
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TABLA I

El efecto de diferentes nuclebtidos en la reversién causada por

la nigericina de la disminucidn en la absorcidn de luz inducida

por la monazomicina en una suspensién mitocondrial que contiene

Li+ y succinato

E] medio contiene 10mM trietanolamina (C1l-) pH 7.4, 10mM acetato (TEA),
7.5nM LiCl, 10mM succinato (TEA), 150mM sacarosa, ¥ mitocondrias quiva-

lentes a 1.2mg N en 5ml volumen a 28°. La monazomicina y-la nigericina

se afadieron a una concentracién de 2.3x10-"M vy 1.4%x10-°M respectiva--

mente. Las sales de tris de ATP, UTP y ADP, asi como las sales de Na+

de IPT, TTP o GTP se afiadieron a una concentracidén de 6mM. Aproximadamen
te 1 minuto después de que la monazomicina causé un ciclo de "swelling"
y el trazo de dispersidén de la luz se estabilizé a un valor relativo

de 30, se afiadié la nigericina a la mezcla de reaccién. El incremento
relativo en la absorcidn de luz, después de la nigericina, se tomé a -
los tiempes indicados. La adicién de 10mM NaCl al medic que contenia la
sal de tris del UTP causé un incremento promedio de 5% en la absorbancia
luminica. Este valor fué restado a los datos obtenides con sales de Na+

de nucledtidos.

Cambio en la absorcién de luz
después de afadir la nigericina

15 seg 30 seg 60 seg
% cambidé de A
Succinate sin adiciones ---c--emcoaaa- 16 | 11 ' 5
ATP ----e-men- mmm s LT R 39 42 42
ITP == mmemmmcamecmmmcmmmmmmmo oo 21 - 14 ' 7
TTP mo-cmmmmecrmcmmmmmmomommoo oo oo 213 13 - 7
UTP =m--mcmmmmmmm e s oo m oo - 18 , 12 8
3 - S Y, 12 ,
ADP mmrecmemcmomm e RRERTTEEERED 18 13 10
, .

Bt i i e s kel 4
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FIG. 3. El efecto del cambio de pH en la acumulacién de Cazf que sucede en
presencia de x-nigericina, B-hidroxibutirato y fosfato en mitocondrias. la
mezcla de reaccidén es similar a la de la Fig. 1, excepto por.la adicidn de
6mM histidina y las concentraciones variables @e_HCl para obteneg los vale-
res indicados de pH. La concentracidén de nigericina utilizada fué 0.1ug/ml
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FIG. 4. El efecto de la monensina A y el compuesto X-537A en la actividad

de ATPasa estimulada por el Ca?+ (panel A) y en el transporte de (Ca®+ ener
gizado por ATP en la mitocondria {panel B). El medio experimental en el pa-
nel A contiene: 6mM tris ATP, pH 7.4, 50mM de la sal de cloruro, va sea de
Li+, Na+, K+, Rb+ o Cs+, 400uM CaCl,, 180 mM sacarosa, lug/ml de monensina
A o0 X-537A y 2.6 mg proteina mitocondrial en.! ml volumen a 30°. La me-cla

de teaccidn del panel B es igual a la Fig. 1, excepto por la adicifn de las

rconcentraciones indicadas de ATP, de 400uM Ca2+ y de 4.6 mg protei.a mitoco

darial/ml.
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_ . 2+ .
c¢ina bloquean la ATPasa estipulada vor £a“ en mitocon-

drias de higado de rata. La figura 4 del presente nma-
nuscrito indica que le inhibicidén de 1a hidrélisis de
ATP. dependiente de Ca2+ causada por los antibidticos
monersina o HLE-537 (Panel A de la figura 4) cstéd aso-
ciada a una inhibicién paralela de la acupulacidn de

.
ot . . .
Ca energizada por ATP cn la mitocondria (Panel B de 1a

figura 4). Entonces, los antibidticos carboxilicos es-

nor f-hidroxi-

€

-2
i

I~
j55)

- \ . 2+ .
| j timulan la acumulacién de Ca” energiz

butirato en presencia de fosfato mientras que inhiben

aquélla promovida por el ATP. La oxicdacién del g-hidro-

xibutirato no es desacoplada per concentraciones bajas

i 2+

de Ca (200 uM) y nigericina.

La Tabla II indica que los inhibidores de trans-

. porte de electrones, asi como los conductores neutros de

. . . . + .

~J' cationes 6 protenes bleoquean iz acumulacidn de Cal esti-

e muiada por nigericina. Lz antimicina y la rotenona, as{i

como el Z,4-dinitrofenol o el FCCP (Tabla 1I) o bien 1la
valinomicina + x* (Figuras SA y B), la nonactina o el
polieter macrociclico XXXIV, cada uno de 21los actta co-

o L . +
me inhibidor de 1a translocacidn inducida de Caz .




TABLA TI

El efecto de inhibidores de la transferencia y la conservacién de

la enerpgia. Asi como conductores de catiomes y de protoncs en la

. 2 . . . .. . .
acumilacidn de Ca™+ estimulada pcr 1a nigericina en la mitocondria.

La mezcla de reaccidn es idéntica a la de la Tabla I. La concentra-
cién de nigericina es 0.25ug/ml. Ctras adiciones son: 2,4-dinitro-

fenola 5x10-°M; antimicina, 3x10-"M; rutamicina, 1x10-°M; rotenona,
5x10-'M; valinomicina 1x10-°®M. polieter macrociclico XXXIV, 5x10-°M.

, nmolas totales de Ca?+
Nigericina mas . acunmulado en el interior
: de 1la mitocondria,

(Contrel) sin nigericina | 48.2
Nigericina, sin adiciones 225.4
2,4-dinitrofenol 32.2
Antimicina o 31,1
Rutamicina N 216.8
Rotencna ' €7.4
Valinomicina 28.6
Polieter macrociclico XXXIV 38.2
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o FIG. 6. El efecto del orden de la adicidén, de nigericina y Ca®+, en los Mo -
e vimientos de K+ y H+ de mitocondrias que oxidan al glutamato o al B-hidroxi
butirato. Una defleccidén hacia arriba del trazo de K+ o protones indica in-
cremento de estos iones en el medio o eflujo de los mismos del interior de j
mitocondria. La mezcla de reaccién contiene: 2mM trietanclamina (Cl-) pH 7.4

ImM glutamato o B-hidroxibutirato (sales de TEA), 2ZmM fesfato (TEA), vy mM f
m KCl, 180mM sacarcsa y 1.4 mg N mitocondrial en 5 ml de volumen a 28°, DondeI
le indica se aiadieron 400uM Ca?+ y 0.4pg/ml nigericina. (
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La figura & muestra los efectos del orden de

+ . .. -
adicidén del Caz v la nigericina en los movimientos de

emo en €1 consumo de oxigeno mitocondrial

e

+ o+ .
K y B asi

con dos substratos oxidables diferentes y en presencia de

. P N : ; 2+
fosfato inorgdnico. En presencia de glutamato, 200 pM Ca

o

causa de un discreto salto de oxigeno consumido, un eflu-
. P + . . .. o+ .
jo ciclico de H vy una lentz liberacidn de K endbgeno - -
(Fanel A, Fig. 0). La adicién subsecuente de nigericina
. o -
no afecta los trazos de ¥ y H . PResultados similares, con
excepeidn de un mayor consume de oxfigeno se obtienen en
o + . . . .

los movimientos de K y H' con g-hidroxibutirato como subs
treto (Panel ¢, Fig, 6). Cuando el antibidtico se afzde

2+ . : o -
antes del Ca én preésenciz ac glutamato (Panel B, Fig.6),
: P y ot -
induce un ripido eflujo de ¥ en recambio poT protones.
. . 2+ c oy -
La adicion subsecuente de Ca s6lo equilibra a la linean

PN

i . L+ . .. .
basal el eflujo de H medi or la nigericina, sin -~

{pe]

QDS

"

4h

ct

o

~
LT

-

I}

-r,+
v el trazo de K . Por otro lade, cuando este expe-
rimento se lleva acdbo con g-hidroxibutirato como substra

: . . Do 2+ .
to (Panel D de la Fig, 6). Lz adicién de Ca’ rosterior a

la nigericina, catalizaz un muy significativo y no-ciclico

T

o . o 3 + -
eflujo de protones subsccusnte a la liberacidn de K indu-

el

€

cida por el antibiético. Ls  finicamente con este Gltimo
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substrate que la nigericina estimula la acumulacidn de
Ca2+ én presencia de fosfate. La Figura 7 proporciona
evidencias adicionales en el sentido de la pesible par-
ticipacién de los movimientos de K ¥ ' en el mecanis-
mo de transloczcidn de Cac' promovido por antibidticos
carboxilicos. Muestra que la nigericina cataliza un
recambio K+/H+, Pi1 en mitocondrias en un medio que --
contiene @-hidroxibutirato + rotenona sin Caz+ afiadido
(Fanel A, Fig. 7). Fn ausencia de inhibidores respirato-
rics zfladidos y con g-hidroxibutirato como subgtrato - -
(Panel B, Fig. 7}, 1a adicién simulténea de cat? Y nige-
ricina induce liberacién de k¥ mitocondrial, mientras -
gue el Caz+ previene por completo la acidificacidn intra-
mitocondrial producida por el ignoforo, Finalmente, el
Panel C de la figurs 7 sefiala gue en presencia de substra
to y retenona, el ca’t no afecta los movimientos de HY
catalizados por 1z nigericina. tntonces, el acoplamiento
entre el eflujo de X~ producido por nigericina y el Ca2+3
mis el eflujo de protones mediado por el Caz+ {Panel D,
Fig. 8) puede ser parte del mecanismo de translocacién
de fosfato inorgénico y Caz+ descrito en la presente sec

cidn.
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de que lz rut=apicina, un inhibicder de reacciones de

transfesforilacién de membrant (Lardy y Col., 1065) --
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gericina revicrte per completo 1s ccurulacién de Cs' cos-

timulada por nonzctinz (Panel A, Fig. 2). Cusndo en el

mecdio existen ATP + glutamato =findidos, 1a nisericing no

+

revierte ¢l movimicnto de Cs y ¥ 12 2éicidn d- rutamici-

o

nz, pbsterior ¢ la migericina si lo hace (Panel R, Fig.
2). Cuando la rutemaicing sc ~fiade 21 medio anterior en
zusencia de nigericina practicamente no posee ninpin --
efecto. Es mis, la adicidn de rutamicina previa a la no-
nactina y nigericina, no afecta 1a penetracidén de Cs”

a mitocondria (Panel C, Fig. 2) en nTC-
sencis del glutamate + ATP. S3n cmbargo, vuclve otra -
vez inespecifica la seloctividad de 1a nigericinz. pues-

to que ¢l antidbidtico vuelve & causar etlujo de (s

Como adenmis de los datos anteériores,; ol A

—
&
7

a 21 ATP s& considerd cue 21 ortofosfara libern-

\
)
Lo
-
)
[

n

L]

ocesc de hidrélisis del ATP vodris scr el vq

&y
{tn

ponsanle de los ofcctos adscritas =1 nucledtido, La Fig,
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uando la oxidzacién de glutamato ¢

C do 1 d ic glutzmato
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lincmicina 2 x 10 X en proésencis

zos superior e inforior izquilerdo,

-6,. . . .

- 1.4 x- 10 "H - inhibe por comple®

] L+ +
sunstrato tento con K como an Cs

¢l scetato es reemplazado por 10mM

nico {(traze del lado dereche, Filg.

mucstyra una especificificidnd casi

inhibir <21 consumo de cxigenoe. Sugerimos
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FIG. 3. El efecto del acetato y el fosfato en la inhibicidén por la nige-~
ricina de la oxidacidn de glutamato estimulada por valinomicina en pre-
sencia de K+ o Cs+ en mitocondrias de higado de rata. La mezcla de reac

: cién contiene: 6mM KC1 o CsCl, 6mM glutamato (TEA), 10mM TEA (HC1) pH —

E 7.4, 200mM sacarcsa, 1.3mg N mitocondrial, y donde se indica, 2.4 o 10mM

de fosfato o acetato [TEA) respectivamente. La valinomicina y la nigericina
se afiadieron a concentraciones de 9x30-7 y 1.4 x 10-°M respectivamente. Vo-
ltmen final 5.0 ml., temperatura 25°,
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FIG. 4, El efecto del succinatc y el ATP en los movimientos de Li+ y las
variaciones en la dispersidn de la luz inducidas por la monazomicina y la
dianemicina en la mitocondria. La mezcla de reaccién contiene: 15md LiCl,
10mM trietanolamina (Ci-) pH 7.4, 10mM acetato trietanolamina, 125m}M saca
~y Tosa y 1,0 a TZmg nitrdgeno mitocondrial., La monazomicina, la nigericina

: y la dianemicina se afiadieron a las concentraciones de 1.2x10-7M, 1.4x10-%M
o y 1.2 x 10-°M respectivamente. Panel A: 10 mM succinato (TEA); panel B, 6
wM tris-ATP; paneles C y D 6mM tris-ATP + 10mM succinato.
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4. Cusnde lz oxidacidén del succinato (Fanel A, Fig. 4)
o 1z hidrélisis de ATP {Papel B. Fig. 4) energlzan l=
entrada de 1i* inducids por monazomicina, la diancmici-
na causa unt muy ripide szlids del cotidn acumulado én
ambzs condicioncs. Por otro lade, cuando tapto ¢l ATP
como ol succinato estin presentes en el medio de TEAC-
cidn (Panel C, Fig. 4) 1= di=znemicina es incapfz en lo

oy
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otute de causar efluie de L1 =cumuladeo. Es més, cl
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Tsto jndica que en presencia de succinate y ATP el Ky
.+ . s .. . s
no el Li  es ascquible o 12 cisnermicina. L2 rutamicina

. . F
combiaz per complato ol potrdn de respuszsta al Li de 1z

diznemicina ¢n presenciz de succinato y ATP (Panel D.
Fig. 4). Entonces, ¢s anpzrente gque 21 fosfato liberado
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Efecto de Muclelsido Jienc-, di- y trifesfatos

en la seglectividad Ténica de Nigericina

dependiente del ATP
o Tante el ADF como los inosin, tirmidin, uridin y
B guanosin mono- . ¢i- ¥ trifosfatos no substituyen al AT
lf: {Takbla 1}. Por el contraric, dichos nucledtidos antago-
i nizan o mreviencn la rosibilidad de gue el ATP ejerza su
— accidén en los exporimontos anteriores. La figura 5 indi-

T ca que el nimerc de rosidues fosforilados en los uridin-

i; poarte de Li+, tanto en la fase de influjo neto (mediado
- per 1a mongzomicina), como en la de eflujo neto (catali-
= zgdo por 1z nigericina). Tl ovden de efcctiviiad de los
- uridin nucledtidos mara competir con el ATP ez: UTRsUDPs
- WiP. Los drnosin-nucleftidos reemplazan a los uridin nucled
;“ ticos para coppetir con o1 ATP wnor ¢l transoporte do catio-
nes monovalentes. Tl requerimicnto cuantitative del ITF

Lo

e mara competir coen el ATP se muistra en la Figura 4.

3

jEh]

va tabla II sefiala un cstudio comparative de la

E

[—



TABLA 11

El efecto de nucledtidos, nucledsides y un andlogo fosfdnico del

ATP en los cambios de absorbancia luminica causados por la mona-

zomicina y la2 nigericina en mitocondrias en un medio gue contie-
ne Li+ y ATP

Las condiciones experimentales son esencialmente iguales a las de
la Fig. 1. Los datos experimentales se obtuvieron a los 15, 30 y 60
segundos posteriores a la adicidén de la monazomicina. L.a nigericina

se anadid 1 minuto después de la monazeomicina.

Cambios de la dispersidén de la luz
ATP mas Después de la monazomicina Después de la nigericina
i5 I 30 ‘ 60 15 30 60
% de cambio en la % de cambio en la
"absorbancia absgrbancia
ATP
~ (sin adiciones) 63 48 37 ) 48 56 52
TTP 40 32 22 6 5 4
TDP 47 37 24 12 16 22
TMP 54 50 26 24 _ 33 49
Timidina 68 65 . 34 52 56 60
1ITP 46 38 31 12 10 8
IDP 54 52 34 17 19 21
IMP 60 47 36 27 37 60
Inosina 68 49 37 43 59 69
GTP 49 41 34 20 19 18
GDP ' 54 46 - 34 21 22 26
GMP 57 52 35 25 29 38
CTP 56 50 34 24 29 38
CDP 57 52 34 25 30 41
CMP 58 54, - 24 - 27 33 45
ADP 34 36 36 19 16 12
Andlogo fosidrico '
del ATP A 37 38 | 39 19 17 13

!
y
:
[
H
H
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FIG. 5. El efecto de los nucledsidos mono-di- y trifosfatos de uridina y de
12 uridina 1ibre en los movimientos de Li+ y los cambiocs de dispersién de
1a luz inducides por la nigericina y la monazomicina en presencia de ATP en
mitocondrias de higado de rata. El medio experimental contiene 10m trieta-
nolamina (C1-) pH 7.4, 10mM acetato-TEA, 6mM tris-ATP, 15mM LiC1l, 150mM sa-
carosa y 1.2 mg de nitrdgeno mitocondrial. Las sales de tris de UTP, ADP ¥y
UMP se anadieron a la concentracidn de 6mM.
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FIG. 6. El1 efecto de concentraciones crecientes de ITP en los movimientos
de Li+ y en los cambios de dispersién de la luz inducides por la monazoml
cina y la nigericina en presencia de ATP en mitocondrias de higado de ra-
ta. Las condiciones experimentales son bdsicamente iguales a las schala--
das en 1a Fio. © excenio pnor la adicién de las concentraciones indicadas




especificidad relativa de diferentes nuclcosidos mono-,
di- v trifosfatos para interferir con los efectos del
s+ o . . A Lt .
ATP en la selectividad del transporte Li / K cataliza-
do por antibidticoes ionoforéticos. Los nucledtides de
uridina, incsina y timidipa muestran una eficiencia si-
milar parz competir con el ATP en funcién del nimeroc de

residucs foesforilados que poseen. LoS guanosin nucledtidos

[N

uvcledtidos

ey

son proporcionalmente mEnos activos guc los
anteriores, mientras que los citidin- rnucleftidos son los
menos eficigntes de todos los nucledtidoes estudiados pa-

re competir cen el ATP. ZIntcnces, no sdlo la carga nega-

e
b

Los efectos inhibideres de los nucledtidos en ¢l
tvensypoerte do iones arribas szfialados, sélo se observan
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srocese ¢s cnergizade per @1 ATP, pero no

cuzndo dicho

cuznde 1o es vor substrotos oxidables. FPor ests obser-
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vacién s¢ considerd que en LTCSERCIn d¢ nigericina, los

inlments influlr
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nucledtidos podrian indircctz o tangs

cobre la translocacidén de cationes monovalentes, al --

iphibir la actividad de ATPasa mitocondricl o bisn ¢l
f

tronsporte de contra-idnm fosfoto 2 su ver energizado por

]
3
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2TP, Lzs Toblas 111 y IV indicazn que los nucledtidos --
compiton con el ATP sin interforir en
dos pordmctros antes moncionados. Istos datos nogntives

d= aucledtidos pudiers scr im-
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sugiricron que el efe

plementado sobre ¢l antibidtico o sebre la estructurs ©
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carga eléctrica neta de la membrana. [Lsta 11tima posibi-
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TABLA IIT

El efecto del ITP y la nigericina en la ATPasa mitocondrial estimula-

que contiene Cs+.

de la ATPasa contieme 6mM tris-ATP, (pH 7.4),

E1 medio para el énsayo
10mM acetato (TEA), 15mM CsCl, 150mM sacaro-

10mM trietanolamina (C1-},

sa y mitocondrias equivalentes a
La nigericina y la nonactina se afiadieron a una concentracién de 1.4x

10-© y 10-7M respectivamente. La sal de tris del ITP se afiadié a OmM
final. Se tomé un ml del medio a los tiempos sefizlados, haciéndose la

determinacidn de fosfato inorganico.

Adicidn | Pi liberado después de
1 min |2 min |3 min |4 min |5 min | )

o ) ymoles Pi/0.2 mg N. o
Ninguna 0.06 0.12 | 0.14 0.18 0.21
Nonactina + ITP (sin ATP){ 0.06 0.10 ]0.12 0.17 0.19
Nonactina 0.42 0.78 | 1.03 1.26 1.45
Nonactina + nigericina 0.40. 0.72 | 0.98 1.14 1.38
Nonactina + ITP 0.68 1.03 | 1.39 1.48 1.61
Nonactina + ITP +

Nigericina 0.72 1.06 1.42 1.53 1.68

0.06 g higado en 0.3ml de 0.25M sacarosa.

S S



TABLA IV
- E1 efecto de los nucledtidos y los cationes monovalentes en la ii%
o scumuliacién de fosfato inorginico en mitocondriss de higado de rata. Li
. ‘ U
;34 of
1b
"1 el
i Se incubaron mitocondrias equivaletes a 2.3mg N por 10 min a 30°%en ﬁ?
A 5> ml de un medio que contenia: 5mM fosfato (TEA) pH 7.4, conteniendo ‘
N 15,000 cpm de (®?P) Pi, 7.5 mM MgClo, 10mM trietanolamina (C1-)}, 160 -
! mM sacarosa y 15mM de los cationes monovalentes indjcados. Los nucled- 5
y tidos {sales de tris) se afizdieron a una concentracidn de 6mM. Se pre- :
sentan los valores promedio de 3 experimentos independientes que pro- o
4 porcionaren valores muy similares. ?.
| oy
[ —" 1 i
i | . - l
iw -; Pi acumulado en la mitocondria g?
o Adiciones ' ]
z Licl KC1 CsC1
- nmolas Pi acumulado /mg N ;?
. Ninguna 201 203 192 Eﬂ
ATP 543 513 546
ITP 295 320 381 |
. UTP _ 282 343 364
| .
ATP + ITP 524 : 581 662 ' i
-t i
ATP + UTP 606 581 669
)
?
E
.l f;.
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Ffecto de MNuclcodtidoas »n 1z Fluoresceancin de

Broruro de Etidic e Membranas [litocondrisles.

ie 2 uns susnensidn de

La oodicidn de 5 opi ode etid
mitocondrias intactas resulta on un numento aproximado

¢c fluorcscenciz 21 cordenes de regnitud superier nl de

Cremente de l2 flucresconcin de Trroximadanmonte 254

—_
P
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ficativo de 12 fluorcscencia del ctidio en zusencia deg Iz
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FIG., 7. El efecto del ATP y la antimicina en la fluorescencia del bromuro
de etidio en mitocondrias intactas de higado de rata. La mezcla de reactil
ves contiene 10mM ¢rietanclamina (Ci-) pH 7.4, 15mM KC1, 2ZmM tris-ATP,
2x10-°M antimicina, 180mM sacavosa, 5uM de bromuro de etidio y 1.5mg de
nitréegeno mitocondrial en 3.0ml volumen.
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FIG. 8. E1 efecto del cambic de pH en la fluorescencia de bromuro de
etidic unido a micelas de detergente y a membranas mitocondriales de h . ga-

do de rata. E1 medio es igual al de la Fig. 7. (excepto por la omisidn de
Panei A: 50mM Brij-36T y 20mM lau-

ATP y antimicina. Otras adiciones somn;
il sulfato de sodio. Panel B, mitocondrias equivalentes a 1.5mg N, TmM

tris-ATP y 3ug/ml antimicina.
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etidio unido a micelas de detergente y a mem
do de rata. El medio es igual al de la Fig. 7. (excepto por la omisidn de

ATP y antimicina. Otras adiciones somn; Panel A: 50mM Brij-36T y 20mM lau-
+il1 sulfato de sodio. Panel B, mitocondrias equivalentes a 1.5mg N, 1mM

tris-ATP y 3pg/ml antimicina.
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apreximadamente 5. Como destaca en la Tabla V, los --

efectos de ATP y antimicina descritos no son debidos

- a inducir un cambio on ¢l nlmero de sitios de internc- !
o cidén de¢ etidio con la nmembrana sinc 2 un incremento ne- .
i
j

to en la eficiencisa cufintica de lz fluorescencia del

monitor.

Tl
Jiferentes nuclcdtidos substituyen al ATP para ;
incrementer la fluorescencia del etidio eén mitocondrias 1

intactes  2si come en fragmentos de mermbranss mitocon-

¢rizics chbtenidas por sonicado. La Tabls V sefiala gue

- ¢l aurmento relativo de fluorescneciaz causado por nucled-
£ tidos de adeninz, uridina, citidina o inosina depende _
» sélo del afimero de residuos fosforilados que poscen (tal .
coma ¢l fzctor que regula la competcncis entre nucledti- -
£ dos poy transporte de iencs - véase la Tahla TII Y. s
- .
’ 1
4
3,
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TABLA Vv

EL EFECTO DE 1LOS NUCLEOTIDOS EN LA FLUORESCENCIA DEL BROMURC DE ETIDIO UNIDO A

MEMBRANAS MITOCONDRIALES INTACTAS Y A PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES.

] Medio Experimental es igual al de la Figura 7. Se afiadieron las sailes de Na' de los

nuclebtidos a concentracién de 1mM. En mitocondrias intactas los. nucleftidos se afiadle

ron después de la antimicina. E1 EDTA y el EGTA estuvieron presentes a la concentra--
cién de ZmM.

Fluorcscencia Mixima en Unidades Arbitrarias

Adicifn’
Mitocondrias intactas particulas submitocondriales
AR . , e e . 38 48
ure . . . .o ; 38 46
cre .. I 38 46
TP . . . . e . 36 47
ADP . . 7 18
une ., . .. - 5 16
Ihp . .o . 8 -
UMP . . . . . . . 1 0
TMP . : C o 0 0
LDTA . 36 .-
LGTA . o 3 -
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TABLA I
Ll clecto del antibidtico X-537A en la ATPasa mitocondrial estimulada por
conductores de cationes y de protones. El medio de incubacidén ecs scnsible
mente igual al de la Fig. 2 excepto por las adiciones scfialadas.
.
ATPasa cstimulada en un medio que conticnc
Adiciones Li* Na® k" Rg" ¢s® Cloruro de colina
pmolas de Pi/0.2 mg N.
Monazomicina _ i.5 1.7 1.9 2.2 2.0 0.75
Monazomicina + X-537A G.74 i.6 .9 2.0 2.1 0,03
Valinomicina --- --- 1.9 2.4 1.3 -
Valinomicina + X-537A 1.9 2.3 1.2
Nonactina o --- ., 0.9 1.6 1.9 1.7 ----
Nonactina + X-537A : --- 0.9 1.5 1.9 1.6 .-
Z2,4-dinitrofenol - --- 2.2 2.1 - , 7.8
Z,4-dinitrofenol + X-537A --- - 0.4 0.6 --- 0.6
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TRANSLOCACICN LE

METABOLITOS MICROEBIANGS

DE IONES EN ME

TV

I0RES CATALIZADA POR

COMO MODLLO DE TRANKSPORTE

MERANAS BIOLOGICAS.
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INTRODUCCION

El o los mecanismos moleculares a través de los i
cuales es probable que un catidén monovalente cruce una ?
barrera lipidica impermeable a iones, constituye un pro
blema central en la comprensidn de las funciones de una .
membrana. Sin embargo, la dificultad inhevente a aislar
de las membranas los sistemas naturales que participan
en la translocacidn de cationes monovalentes o bien en
reconocer la topologiz que guardan en el mosaico de la
rnembrana, ha limitado la comprensidn sobre la naturaleza
del fendmeno de transporte ifnico a nivel molecular. A
su vez, la relacifn estructural y funciocnal que guardan
los loci de transporte de iones con respecto a las ma-
cromeléculas de membrana que participan en mecanismos

de acoplamiento energético (Vgr. ATP asas, acarreadores
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de electrones, factores prot

icos de acoplami

entoc etc.)

constituye un aspecto de gran importancia para ser de-

finido 2 nlvel molecular.
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FIG. 3. El efecto de la concentracidén de la monazomicina en la actividad

de ATPasa mitocondrial en presencia (Panel A) y ausencia (panel B) de

KC1 exb6geno., El medio contiene 1ZmM tris-ATP, 10mM trietanolamina (C1-)

pH 7.4, 180mM sacarosa, mitocondrias provenientes de 0.06 g de higado en

0.3m1 de 0.25M sacarosa y las concentraciones sefialadas de monazomicina

- en un volumen final de 1.0 ml a pH 7.4. El experimento del panel A contie-

?“3 ne 24mM KC1l. La gréfica insertada en el extremo superior izquierdo del
panel A es una grifica Log-Log de concentracién de antibidtico contra Pi

liberado. El experimento del panel B no contiene cationes monovalentes,

.
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FIG. 4. E1 efecto de la monazomicina y diferentes substratos oxidables en
los movimientos de K+ y H+, cambios de dispersidén de luz y consumo de

i - - - - - -
oxigeno en mitocondrias suspendidas en un medio libre de catlones monova

lentes. El medio contiene 10mM trietanolamina (C1-) pH 7.4, 5SmM Pi-TEA,
s 190 mM sacarosa, 2.3 x 10-’M monazomicina y 1.3mg N mitecondrial. EI panel
- A contiene 10mM de ya sea glutamato, a-ceto%
4 0 citrato; panel B 10mM succinate y 2.3x10-
‘g . glutamato+ 5mM L-malato.

lutarato, piruvate, L-malato
M nigericina y panel C, 5SmM
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que'posee un orden de mclecularidad superior a la unidad
para inducir traonsporte de lones en membranas biolégicas.
El antibidtico monazomicina no sélo estimula la
transiccacicn de cationes monovalentes cuando el ATP se
tiiliza ceme fuente de energia (Fig. 1) sino también --
cuznde la enerzfia proviene de la cadena de transporte
d2 electyvones mitocondrial (Figura 4). “El antib?ético
induce infivjo d= k' al interior de la mitocondria, --

ap-renterente 2n funcidn de lz2 coenceatracién intra/ex-

tremitocondricl de protones y no de la velocidad de --
oridacidn de glutamato + malato. El transporte de iones
cnta’liza’y per lnoowonazomicina parece depender de la -

noln=ided o fin alidad” de la membrana mitocondrial.
Cemooenlnalen ol pamel Ay B de la figura 5, en las con
+

"

<lricacs en las aue 1o nigericina + X+ tetrafenilboro
0 la valinonicina + nigericina desacoplan la fosforila-
ciin oxidativa on particulas submitocondriales (Montal
y Col., 1982: Cockrell y Racker, 1969), la monazomicina

no afecta 2l control zespiratoric inducido por la ruta-

£stos ultimes resultados también indican que el

b}

micing,

transy

o

orte de iones inducido por la monazomicina en mem

vrants mitocondriales procede a través de un mecanismo
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FIG, 5. El efecto de la monazomicina, la nigericina, la valinomicina y el
tetrafenilboro (Na+) en el control respiratorio inducido por la rutamici-
na (oligemicina} en las particulas submitocondriales. El medio bisice con
tiene: 200mM sacarosa, 5S0mM acetato-tris, T5mM KC1, 1.5mM DPNH, 1.0ug/ml
rutamicina y, donde se indica, 1x10-°M monazomicina, 2.3x10-’M nigericina,
1.3 x 10-’M valinomicina, 10uM tetrafenilbore y 1.5mg N de particulas sub-
mitocondriales. '

VALINOMIGINA
O ‘!’
N=-537A .
'M
Kaxk .
N
LAmn 3 o

&
1N

FIG. 6. El efecto del antibiético X-537A y la valinomicina en los 1wovi-

"~ mientos de K+ y H+ energizados por la oxidacién del glutamato en .ito-

condrias de higado de rata. El medio contiene 10mM trietanolamina (Cl-)
pH 7.4, 7.5mM XC1, 10mM acetato-TEA, 2000 mM sacarosa 10mM glutamato,
2.3x10-"M valinomicina, 1x10-7M X-537Z y 1.4 mg N mitocondrial en 5ml
de volumen, ' . .




diferente al seguido por icnéfores meutros como la --

valinomicina o anidnicos corma la nigericina.

. Transnorte de Topes Catalizado por el

antibidtico HLR-537 en Membranas mitocondriales

Cono indica la figura ¢, el antibidtico carboxi-

Sy ¥
i . kil
o n 3

lico HLR-537, al igual que otros antibidticos anidnicos

. — - 4+
como la nigericina, recambia K por protenés en membra-

T nas mitocondriales intactas. La translocacidn de catio-

nes monovalentes inducida por el compuesto HLR-537 en

nembranas mitocondriales intactas ¢s aparentemente en

favor del gradiente de concentracidn de cationes. (Fi-

Hg gura 6). Dicha circunstancia facilita una inhibicidn,

por el antibidtico, de la acumulacidén y subsecuente --

oxidacifn de substratos oxidables del tipc del glutama A
.fj to, tal como acentece con el transperte de substratos |
. en presencia de otros antibidtices carboxilicos del

tipo de la nigericina o la monensina (Graven, Estrada-0.,

y Lardy, 196%6; Van-Dam, Harris, y Pressman, 18067; Es-

trada-0., y Calderdén 1570). La selectividad del anti-

bidtico HLR-537 para transportar cationes monovalentes
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La selectividad i6nica de los antibidticos H-537 Ay Lilly-Az3/
para inhibir la oxidacién de glutamato estimulada por monazomicina en
mitocondrias en presencia de diferentes cationes monovalentes. E1 medic
es igual al de la Fig. 6 excepto por la adicién de 7.5 mM Li+, Na+, Rb+,
o Cs+ en lugar de K+ donde corresponde. La concentracidén de X-537A 0
Lilly A-217 estudiada fué 1.0 ug/ml, la de monazomicina 1.5x10-"M.

FI1G. 7.

.,
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2 través de la membrana miteccndrial, cuando la energia

se obtiene de la cadena de trznsporte de electrones, s€
indica en la figura 7. Dicha selectividad idnica se ob-
cuvo indirectamente 2l dcterminar la capacidad de PLR-

537 para inhibir la oxidacién (acumulacidn) de glutama-

to estimulada per la monazomicina en presencia de dife-
rentes catienes moncovolentes, Dicho patrdn, donde se apre-
ciz 1z eclevada selectividad del antibiftico por ce’ --

de recambio bu-

w

v
'_J -
]
+
o
=
5
N

también cobservada en lipcsomas y

tanol-agua (Hendersen, HcGivan y Chappell, 1967; Pressmen,

1968), contrasta con 1= clevada selectividad del anti-
nidtico Lilly A-217 por K (Figura 7). El antibidtico

carboxilico Lilly A-217 se introdujo en este experimen-
to para fines comparativos con 12 selectividad ifnica del

37.

[¥a]

también icnAfor~ cerboxilico HLR
Sin embarge, 21 estudiarse la selectividad iénica

ara el transporte provie-

[0
;

del HLE 537 cuandn la energ

]

ne ne de la czdena respiratcria, sinc de la hidrélisis
de ATP, n» sea, que la selectividad iAnice es funci®n de
su czpacidad para inhiblr la actividad de ATPasa mitocon-

dri=1 acoplada el eflujo de catinnes ¢n 1n mitocondria

i
:
{




FUENTE DE ENERGIA _\_E
. GLUTAMATO ATP |

| MONAZOMICINA
MONAZ OMICINA
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Y-537A LS ¥-537A
|
s i
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FI1G. 8, El efectc del antibidtico X-537A en los movimientos de K+ y L+
g;{ergé;ados por glutamato o por ATP en mitocondrias de higado de rata.
tri?i&%g es igual al de la Fig. 6; donde corresponde se anadieron 6mM




(véase Estrada-0., Graven y Lardy, 1967; [strada-0.,
?ightmire y Lardy, 1967), Se cbtuviersn resultadrs tanto
serpresives coms inesperadns, El compuestr 537, no cDS -
tante gue inhibe la acumulacifn de K inducida por vali-
nomicineg, monactina y gramicidian o menazemicina en pre-
sencia tant~ de substrates cxidables, crm de ATP (Fig.

inhihe la sctividad de ATPasa acoplada 2l trans-

2,4-dsnitoafensl, el FCCP ~ la mermazomicina en ausencla

de caticnes mennvalentaes (Tsbla I). En ~tras palabras,

5> compueste 5537 inhibe la hidrflisis de ATP estimula-

‘o por conduciores de proiones, 2
T ols wns conlductores de catiocnes monovaientes
. hd - ~ q b} "
De *es ‘at~s antericres destzca el hechn de que
o ~a 1ot e omycotonte wErs 1a =0 “1vidag ‘;'11 2
g :E‘.IGLG.L_‘S ! EHIETESN D il v Iy o st eco1vian R c=2
- sz . - . e
de 1-0 antibidticrs carpoxilicns poara formay ciztrates

cen cationes mencvolentes ern soiucién (Pressman, 1568),

idéntica a2 12 de ics antibifiices para inhibir la ac-

ad de ATPnsa eostimulads nor el transnorte de ca-

Vs
[
o]

ft s

L

i
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ones, de ninguna manera e mantiene para el compuesto

1

-t
et
bt

HLR~537. La elevada afinidad del antibidtico por Cs

S

en sistemas de isobutanol-bencenc~-agua no sdlo no se
observa e¢n actividad de ATPasa, sino gue es aparente-
mente reemplazada en este paridmeirc por una alta selec

tividad del antibidtico por protones.
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compuestc HLR-537, que ilustrzn

a la monzzomiclna, que el transp

i

mente cstd catalizado por acsarre

-

czmbién por conductores cooperat

v}

ctro, y <n lc que respects 3l H

§

membranal de la mitocondria posi

por los flujos de iones transmur

£1 Mode de fccidn de 1o Monszomi
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las propiedades de dos

L

n 12 menazomicine y el

por un lado, Yy en cuanto
orte iénico no necesarig_
adores mdviles, sino -~
ivos u oligoméricos ¥y ™'F

2537, que la ATPassa

o N

lemente esti regulada

ales,
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protoncs y cetiones, asi como

-

s vy una fucnte encrgética

[y)

ion

it

T
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t27 los movimientos de iones. Es

tide, si se z2clares una pregunta

mitccondria

i

, en funcién
intra/extramnitocendrial
de la prescncig de --

adecuada para facili-

tos ¢atos tienen sen-

centrzl Jtransportsa
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sones la monazomicinz por comportarsc COmMO Un 2carrear

dor monomérico mdvil, en constanie oscilacidn & ambos

extremos de la membrana, y aparcadc en serie (Pressman,

a8 1068, Mazzari & Azzome, 1970) o en paralelo con 2CErYTen-
. 4 dores de k¥ o Na® que existan en la membrana internza de
12 mitocondria Mitchell, 1966a,b; Mitchell § Moyle, 1967)7

‘-

o bien itransporta iones el antibidtico e través del
ensamble cooperativo de varios mandmcros del mismo, que

constituyendo un oligemero tubular, 2 modo de poro pelar,

o cruce 12 membrana para comunicar el exterior de la mismz
- con un sistema de transporte interior,en serie con el
""‘“’_"-.EJ ‘ “ - - ) . - - -

oligdmero, o bien gue el oligdmero ¢ste relacionado en

paralelo con sistemas naturales de trensporte? Las obser
vaciones de Mueller y Rudin sobre el efecto de la mona-
-omicina en las propiedades eléctricas de membranas bi-

moleculares de lipidos son ilustrativas para decifir s hre

12 alternstiva anterior. Estos zutores demostraron --

(1969) que la conductancia eléctrica de las bicapas lipi
dicas muestra una conducta exponencial dependiente de la

—

sexts potencia de concentracién del antibidtico, Estas

observaciones sugirieron que en presénciz de un poten-
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cial eléctrico aplicado, varios mandémeros del antibif-
tico, ensamblados en el interior de la membrana, po-
drian formar un oligdmero conductor. Nuestras observa-
ciones sobre el efecto de 1z monazomicina en el trans-
porte de iones de membranas mitocondriales, no sélo re-
fuerzan la posibilidad anterior sino que la cxtienden.
Por un lado, es factible que el antibidtico treansporte
iones en la membrana mitocondrial 2 través de que va-
rics protémeros del mismoe (nimero promedic de 3) adquie-
ran una conformacién oligomérica estable, Esta sugestiln
se deriva de lea Fig. 3 , la cual indica que la estimu-
lacidn de 1la hidrélisis de ATP en presencia de K" depen~
de de 1a 3a. potencia de la concentracidén del antibid-
ticoc. No hemcs encentrado ninguna evidenciz de cooperati
vidad un 1la actividad de 12 monzzemicine cuando se omi- ;
ten del medic caticnes monovalentes. Enteonces, ceonside-
ramos factible que una mayor afinidad del antibidtico por
caticnes moncvalentes con respecto 2 los protones deter-
mina una ccnformacidn més estable del acarreador cligo-
méricc. De heche, la selectividad del antibidtico csts

+ + + . ¥ . . x PR
Rb > K » Na > Li para estimular la hidrdlisis de ATP



préria indicar la efectividad relativa de los caticnes

3

nera estabilizar el hinnstéticr =carresdrr.

En mrdelos de membranas bim~leculzres de 1inidces

(]

\

—

f—

ol
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(Mueller y PFudin, 1969; Gfmez-L-jer~, 197

zemicing no transsorta isnes sin- es después de avlicar

un potencial neeative contralateral =1 lade de la cémare

dende se adicicna el antibiftics. Fsto implicaria que
el potenciel nesative transmural induce o atirze a la

-
~

Jus

|

2t

™
W

membrana a2l antibidtico + el nara adguirir la

“abra" 1la rermeabi-

M
O
(m
-
9]

cenformacifn rlicomérica activa g

W)
o

lidad de la membrana a2 través de 12 formacisn de canales

0

pte

neleres, Fste suncsicifn es atractive parz considerar 12
presencia de »otencizles de membrana ¢n la mitmcondria,
gue contralen tante la frrmaciin de lrs ~licfrer~s d2 la
monazomicina, coma su actividad de scarreador. Mitchell

(1966, 1968) ha sugceridc que zsrciada a 12 actividacd de

i1a cadena resmiratrria y la /STPasa de mitcecondriss in-

)Y

tacta

n

csti la frrmacidn de potenciales eléctricrs ne-

r

gativos (transmurales) que serian el evento rrimaris

en lz sintesis de ATP. La cnernia electroquimica de estos

potencizles también facilitaris el trensperte de catin-

e
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invierte en particulas submitocondriales con respecto a

Fera

las mitocondrias intactas (Iig. 5) como se observd or
ginalmente por Montal y Col. (1969) y Cockrell vy Col,

(1269).

£1 transporte de iones mediade por el antibiético

45374, LCvidencie de un modelo de accplamiento diferen-

ial entre ATPazsa y transporte de electronegs col lcs mo-

vimientos de aniones, cationes mornovalentes y protones

en la membrena mitocendrial.

L

Decde hace aproximadamente 25 afijos se yreconocid que

la ATPasz de la mewbrana celular estaba asociazda comn

S + + p . .
los movimientos de Na y K & través de esta Gltima in-

tepfase. Sin embargo, hasts el momento actual no se co-

.

noce el mecanismo Ffisico y quimico de dicha interrela-

rt

52 antoe
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cidn. Por otro ladeo, la ATE
se haz invcoclucrade en los mecanismncs de contrel de la
glucolisis, tiene una participacién minima ern los pro

cesos acoplades de transformaciones energéticas en cé-

lulas animales. En contra unto con la ATPasa anterior
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nibicifn del consumc de cxigeno tantc cocmo el blogueo

amatc-14C c¢czusads por laz ni-

o
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iz zcumulazcién &

m,
=

ericina en lz mitocondria, scn revertidcs por incre-

(i8]

mentar la concentrzcifin de substratos coxidables (glu-

. + . . .
tamate Frio) ¥ o fesfate en el extericr de la mito-
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ién de la ATPzea mediada por el antibidtico no
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-
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exégena <e ATP ¢ K T e, Estrzda-0.,{cbservaciones nc
publicadas).

La duda avanzsda en estos Gltimos experimzsntos,
se refuerza notablemente con las cbser%aciones exzeri

mentales relatacdaes en &€sta ultima seccidn de la presen
te tesis. Es aparente gue el antibiltico X-537A inhilbe
el consumo de oxigenc estimulade por la monazomicing

(Fig. ) cen la misma selectividad iénica con la cual
ferma complejos liposclubles ceon caticnes monovalenties

en sistemas de fase iscbutancl-tcluenc-aguz (Pressman,

j§U

18¥8). 0 sea, que el intercanmbic de caticnes monovalen
I . +

tes por protones {coen la selectividad Cs >K'> Rb > Na »Li

lzde por HE37-4 en lée membrana mitocondrizl, indu-

=
1]
[B7
—
s

e




ce efluio del catién monovalente previemente acumu lade por la

T

[

monazomicing asf como influjo de protomes. bntonces, € cambio en
el fGpH paralelo a la acidificacién mitocondrial causa un irmpedi-
mentc en la penetracitn de sustratos oxidables con la consecuen-
te iphibicién en el consume de oxigeno. la selectividad idnica de
dicha inhibicién (Fig. ) sefala la eficiencia del recamblo ca-
tién/protén asocciada al blogueo en la entrada de glutamato al in-
terior de las particulas svbcelulares. La cadena de transporte de
clectrones mitocondrial responde entonces pﬁﬁdiciblemente 2 la
celectividad inica v al transporte neto de protones mediado por
el commmuesto H537 A, sl iguel que ocurre <on cualauier iondforo

jgericina. Sin ambargo, ¥

sy

monocarboxilico de la familia de lz
en un tipo de secuencia tepte inesperada como sorprendente, el
entibidtico H537 A no afecta  ninguna actividad de ATPasa ligada

&1 trsnsporte de cationes monovalentes. El antibidtico inhibe

consuno de oxigeno por completo pero no inhibe 0 afecta de a2lgin

rmodo 1a hidrdlisis de ATP paralela 21 consume G& OX1gEno quUe acom=

pafia el influjo de catd

O

L

nes monovalentes al interior de la mito-

i
condriz. Inhibe algunas ATPrsas estimuladas por la translocacidn

de protones mediada por desscoplomentes, COmo ©3 el caso de 12 hi

I

ot

Ardlisis de ATP cstimu

[4n]

sdr por FOCP pero no 1a inducida por con-

ductores de caticnes como la velinamicina, la memacting, la gramd

cidina o lz monazomicina,
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Las observacicnes anteriores tienen szlternativas de 1ss
cuzles, las mis cbvias y factibles, dos son de carfcter igualmen

(2} el compuestc 1537 A consti

O

te fundamental., En la pesibilide
tuve un instruwmento Onico y de gran inter&s para estudiar dife-
rencias en ¢l gccplaméfntG en el transpcrte de aniones (substra-
tos oxidebles anidnices con respecte a nucledtides) vy el de pro
tones o cationes monovalentes. Fs posible que el antibidtics, a
través de inhitir en feorme diferencizl el consumn de oxigenc con
respecto a la ATPasa, esté haciende evidente que 1a translocacifn
de ATP o ADP a través de 1z nucleftide translocasa esté asscizda
2 flujrs de K o protones, en un tipe de secuencia gue cuantita-
tiva » cuzlitativamente es diferente al transporte de Acidns cor
bexilicos del ciclc de Krebs, Diferencias primerias ern las cons-
tantes de disocciacién de leos anicnes con respecto al ApH media-
do por el 537, ¢ bien variaciones en la Km del translocador de
substratos o nucleftides sensibles al K o a los protones acuma-
lades de un lddo de 1a membrana con respecto al otre, serian las
causas mis probables de la fenomenclogia cbservada. En esta alter
nativa se demcstraria que ATPasa o transporte de electrones estén
regulados en forma diferente por el transporte de sus substratos

respectives y aue zste eg Cconsecuencia, tambifn como nunto  de

™



control primario, de los flujos de protones, yosiblemente media-
dos 2 través de acarresdores naturales de tipe anti-port (Mitchell,
1966, 1968, Estrada-0,, G-omez-Lojero y Montal, 1972) para recam
bios K /H & Na+/H+ xistentes en la membrana mitocondrial,

En Ja alternative (b) el antibidtico H537A, zparte de poseer
la actividad de un acarreador wivil eléctricamente silencicsc del
tipe de la nigericina, r2zén per la cual predeciblemente inhibi-
ria ¢l consumc de oxigeno, tambifn tendria capacidad para selec-
tivdmente interacciorar con la ATPasa membranal {interaccifn ti-
pe cligomicina) inhibiendo su actividad cuando la enzima catali-
za 1a translecacidén de protenes perc no cuand~ se activa asociada
al transporte de K .%%sta suposicifn requiere de que se demestre
pérmeacién nermal de muclefdtides de adenina en condicicnes en las
cuales la reduccifn de DPN inc ida por succinato en presencia de
ATP, la reaccifén de transhidrogenasa mitocordrial, la reaccifn
de intercambic (ATP€_~¢;Pi) céin 8-y ATP marcado con 32{?)- Pi, ¥y
la ATPasa in situ, sean inhibidas por X537-A en funcifn del cam
bic de pH. El heche de que el antibidtico no inhibz in vitrc la
enzima Ff {ATPasa) purificada (8. Estrada-O., y Chien-He-Chiu,
datos ne publicados) no contraindica esta posibilidad, va que

esta enzima per se, purificada y fuera de 1a membrana no es fa-




cil que catalice un transporie asimdtrice de protones, Un estudic

—5
Lar
2

sistenitico del efecte del antivittice HS53%7-A sobre 1z conductan-

4 1 — -~ e =3 P B N o o
zla a¢ protones ¥ caticnes cetalizadas nor desooop

evaluar esta

-

lantes y aca-

uires ce o, llevado ¢ cabe en modelos de membranas

de linides formadeos com mezclia

-1

w

de fosfolipideos mi-

debe de proporcioner interesante informacidn para

wosibilidad,
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