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RESUMEN 

El potasio (K+) es transportado con alta afinidad por la mitocondria de levadura. 

Su mecanismo de entrada no ha sido definido por completo. En mamíferos, es 

transportado hacia la matriz mitocondrial por un uniportador, y liberado por un 

antiportador K+/H+, regulado por Mg++ o nucleótidos. El canal inespecífico de la 

mitocondria de levadura (YMUC) puede regularse mediante diferentes 

concentraciones de Pi. Así, en ausencia de fosfato (Pi), el volumen mitocondrial 

aumenta (hinchamiento) en presencia de K+, indicando una alta permeabilidad 

al catión. Para estudiar el transporte de K+ por la mitocondria de levadura, se 

realizaron dos ensayos: el hinchamiento mitocondrial y la captura de 86Rb+, que 

es un análogo radioactivo del K+.  Se observó que a baja concentración de Pi, 

el K+ provoca el abatimiento del potencial transmembranal (), lo cual no se 

observó a alta concentración de Pi. El hinchamiento mitocondrial se inhibió a 

alto (4 mM) Pi. En contraste la captación de 86Rb+ se aceleró. Los datos 

sugieren la existencia de un mecanismo de transporte de K+ dependiente de 

energía, que se activa cuando el YMUC se cierra con Pi. El transporte de 86Rb+ 

y el hinchamiento son sensibles al Mg++ y la quinina. Este transporte es 

desenmascarado al cerrar el YMUC con 4 mM Pi. Además, el Zn++, un inhibidor 

del antiportador K+/H+ aumentó la captación de 86Rb+. Se sugiere que en la 

mitocondria de levadura el transporte de K+ es regulado por el potencial 

transmembranal y que el K+ entra a la mitocondria por un uniportador y sale por 

un antiportador con protones.  
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ABSTRACT 

The monovalent cation Potassium (K+) is transported with high affinity by 

mitochondria. In yeast, this mechanism has not been exactly defined. In 

mammalians, K+ is imported to the mitochondrial matrix through an uniporter. It 

is expelled through an antiporter which is regulated by Mg++ or nucleotides. In 

yeast, there is a phosphate (Pi) sensitive unspecific mitochondrial channel 

(YMUC). In the absence of Pi, mitochondria swell when in the presence of K+, 

indicating that the cation permeates into mitochondria. K+ transport was studied 

in yeast mitochondria. Two assays were performed: mitochondrial swelling and 

the uptake of the radioactive K+ homologue 86Rb+.  At low, but not at high Pi, K+ 

evoked the drop of the transmembrane potential (). Mitochondrial swelling 

was inhibited by Pi, while in contrast, the uptake of 86Rb+ was enhanced. The 

data suggest the existente of a -dependent mechanism of K+ uptake. YMUC 

closure by Pi unmasks this uptake. The K+ uptake mechanism was sensitive to 

Mg++ and to quinine. The addition of Zn++, an inhibitor of the mammalian K+/H+ 

antiporter, increased 86Rb+ uptake. It is suggested that in yeast mitochondria, 

the K+ concentration is regulated by the transmembrane potential and the 

uptake is mediated by an uniporter, while the exit occurs though an antiport with 

H+.  

 

  



PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS Página 3 
 

  

ABREVIATURAS 

BSA    Albúmina sérica bovina 

CCCP    Carbonilcianin m-clorofenilhidrazona 

DCCD    1,3-Dicicloexilcarbodimida 

DNP    2,4-Dinitrofenilhidrazona 

EGTA    Etilenglicol-bis(β-aminoetileter) N,N,N´,N´-tetraacético 

F1F0 ATPasa   ATP sintasa mitocondrial 

FCCP    Carbonil cianin p-trifluorometilfenil hidrazona 

MES    (2-[N-Morfolino] ácido etanosulfónico) 

MitoKATP    Canal de K+ sensible a ATP 

TEA    Trietanol amina 

YMUC o yPTP   Poro de transición de la permeabilidad de levadura 

mPTP    Poro de transición de la permeabilidad de mamíferos 

PiC     Acarreador de fosfatos 

ANC     Acarreador de adenín nucleótidos 

CAT     Carboxiatractilosido 

BKA     Ácido bongrékico 

CsA     Ciclosporina A 

VDAC    Canal aniônico dependiente de voltaje 

Cyp D    Ciclofilina D 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1 La levadura 

Para analizar el funcionamiento interno de la célula eucariote sin 

enfrentarse a problemas de diferenciación tisular, se utilizan organismos 

unicelulares simples. Uno de los modelos más populares ha sido la levadura 

Saccharomyces cerevisiae (Fig. 1), la misma que es utilizada para preparar 

vino o pan (Goffeau y cols., 1996).). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Levadura S. cerevisiae. (A) Micrografía electrónica de un cultivo de 
levaduras. (B) Micrografía electrónica de barrido de un corte de la célula de levadura, donde se 
observa, el núcleo, las mitocondrias y una delgada pared celular; donada por Ira Herskowitz 
and Eric Schabatach. (Alberts y cols., 2002). 

La levadura S. cerevisiae es un organismo unicelular que pertenece al 

reino de los hongos. Tiene una pared celular, crece fácilmente en medios 

nutritivos, es relativamente inmóvil y tiene mitocondrias pero no cloroplastos. 

Puede reproducirse por simple gemación celular o por la unión de dos células 

haploides (Mewes y cols., 1997). Muchos procesos moleculares están 

presentes en la levadura, como se demuestra al introducir genes de eucariotes 

superiores en levadura para el análisis sistemático de su función. Al ser un 

organismo unicelular con una tasa de crecimiento rápida, la levadura se puede 

utilizar para estudiar procesos celulares que resultarían muy complicados o 

costosos en otros organismos (DeRisi y cols., 1997). 
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I.2 La Mitocondria 

Las mitocondrias son esenciales en todas las células eucariotas que 

utilizan oxígeno. Fueron identificadas en los años 50s y se les señaló como el 

lugar donde se lleva a cabo el metabolismo oxidativo (Kennedy y Lehninger, 

1949). También se demostró la presencia de proteínas que catalizan 

reacciones biosintéticas y degradativas, fundamentales para la célula 

(Dieckmann y cols., 1992). Este organelo tiene su propio genoma, lo cual es 

una característica importante de su origen endosimbiótico  (Grivel y cols., 

1999). Sin mitocondrias, las células animales dependerían exclusivamente de 

la glucólisis anaeróbica para obtener todo el ATP que necesitan. En la 

mitocondria se completa el metabolismo de los carbohidratos; es decir, el 

piruvato es transportado al interior mitocondrial para ser oxidado por el oxígeno 

(O2), a dióxido de carbono (CO2) y agua (H2O). El metabolismo aerobio genera 

15 veces más energía que la glucólisis (Rigoulet y cols., 2004). 

Las primeras imágenes de la mitocondria fueron mostradas en los años 

50s, por microscopía de transmisión electrónica (TEM) (Rasmussen, 1995). Se 

observó una estructura formada por dos membranas: una membrana limitante 

externa que rodea a la membrana interna transductora de energía, las que a su 

vez forman dos compartimentos: a) la matriz rica en proteínas y contenida por 

la membrana interna y b) el espacio intermembranal localizado entre ambas 

membranas. Esta imagen ha cambiado radicalmente, porque se ha observado 

que la membrana interna está compartimentalizada en túbulos o cisternas, los 

cuales tienen proteínas especializadas y puntos de contacto con la membrana 

externa (Mannella, 2006). 

La membrana externa es topológicamente simple, está formada en un 50 

% por una proteína de 30 kDa que forma canales iónicos de alta conductancia. 

Este canal, reconstituido en bicapas o en liposomas muestra aperturas 

dependientes de voltaje, pasando de un estado abierto total (650 pS en 150 

mM KCl), que es selectivo a aniones, a estados parcialmente abiertos, 

descritos generalmente como selectivos a cationes, de los cuales el más 

común tiene una conductancia aproximada a 300 pS, en presencia de 

moléculas cationicas. Estas características electrofisiológicas del canal, 
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denominado porina, le dan el nombre de canal aniónico dependiente de voltaje 

(VDAC) (Pavlov y cols., 2005). La membrana externa varía su forma 

dependiendo del ambiente en el cual se encuentra la mitocondria. Está 

topología puede ser tubular o reticulada por estar unida al citoesqueleto de la 

célula, o circular o esférica, cuando se aisla la mitocondria (Frey y Mannella, 

2001).  

 

Figura 2.Tomografia crio-electrónica de una mitocondria hidratada y congelada, aislada de 

hígado de rata. Esta mitocondria tiene un diámetro de 700 nm (Mannella, 2006). 

La membrana interna tiene mayor área de superficie que la membrana 

externa. Forma una serie de invaginaciones, cristae o crestas, hacia el interior 

mitocondrial, formando una estructura llamada “waffle” (Mannella y Frey, 2001). 

Además, técnicas nuevas, como la termografía crio-electrónica (Mannella y 

cols., 2001), han mostrado que esas crestas presentan una topología 

específica y complicada. Esas invaginaciones originan segmentos estrechos 

parecidos a cuellos o crestas tubulares y segmentos llamados uniones 

pediculares (pediculi junctions) (Perkins y cols., 1997)  que usualmente están 

conectados a la vecindad de la membrana externa, es decir, a la región donde 
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la membrana interna se adosa a la externa en la periferia de la mitocondria 

(Mannella, 2006)  (Fig. 2).  

La formación de las crestas tubulares en la membrana interna, tiene una 

función muy importante en términos de la eficiencia de la fosforilación oxidativa 

al proporcionar una alta relación volumen/superficie (Frey y Mannella, 2001). 

Esta relación pudiera en cierto momento limitar la difusión de iones o sustratos 

implicados en la síntesis de ATP. Por otro lado, se ha visto que la asociación 

de las subunidades e y g de la subunidad Fo de la ATP sintasa son 

indispensables para la biogénesis de las crestas mitocondriales. Estas dos 

subunidades están involucradas en la dimerización/oligomerización de la ATP 

sintasa mitocondrial en la levadura S. cerevisiae, lo cual promueve la formación 

de los tubos o cuellos crestales (Geneviève y cols., 2004). También se ha visto 

que la dimerización de la F1F0 sintasa tiene un papel importante en la 

morfología de las crestas de la membrana interna mitocondrial, y que la perdida 

de la dimerización causa un cambio en la forma de las crestas, que se 

deforman y quedan como una serie de capas concéntricas parecidas a una 

“cebolla” (Paumard y cols., 2002; García y cols., 2006).  

Hackenbrock (1966) definió dos estados morfológicos de las 

mitocondrias fijadas químicamente, el condensado y el ortodoxo, que difieren 

entre sí principalmente por el estado de expansión o contracción de la matriz y 

de los espacios intercrestales. El análisis tridimensional indica que las crestas 

en el estado ortodoxo (matriz expandida), tienden a ser tubos o lamelas planas 

y cortas con una o dos aperturas o uniones en la periferia de la membrana 

interna mitocondrial mientras que, en el estado condensado (matriz compacta), 

la membrana tiene grandes compartimentos internos con multiples conexiones 

tubulares, con la región periférica de la membrana y entre ellas, y asociada a la 

respiración activa mitocondrial (Mannella, 2006). 

I.3 La cadena respiratoria 

La cadena de transporte de electrones consiste de cuatro complejos 

enzimáticos: Complejo I o NADH:ubiquinona oxidoreductasa, Complejo II o 

succinato:ubiquinona oxidoreductasa, Complejo III o citocromo bc1 y el 
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Complejo IV o citocromo c oxidasa (Hatefi, 1985). Estos complejos están 

localizados en la membrana interna mitocondrial. Esos complejos están 

conectados electrónicamente por pequeños componentes, la ubiquinona y el 

citocromo c.  Los complejos respiratorios tienen en común la función de 

transferir electrones al oxígeno de manera acoplada a la traslocación de 

protones a través de la membrana interna mitocondrial. La traslocación de 

protones genera un gradiente electroquímico que es utilizado para sintetizar 

ATP por la ATP sintasa (Mitchell, 1961).  Desde la primera purificación de los 

complejos respiratorios (Hatefi, 1985), se han realizado diferentes estudios 

para dilucidar la organización molecular de la cadena respiratoria, de los cuales 

dos modelos han sido propuestos. En el primero o estado fluido, los 

componentes de la cadena respiratoria difunden libres e independientes en el 

plano de la membrana y la transferencia de electrones entre ellos se lleva a 

cabo por colisiones al difundir por la membrana (Gupte y cols., 1984). Este 

modelo es apoyado por el hecho de que los cinco complejos enzimáticos han 

sido purificados en forma fisiológicamente activa (Hackenbrock y cols., 1986). 

En el segundo modelo, o estado sólido, los componentes de la cadena 

respiratoria están interaccionando entre sí, formando estructuras 

macromoleculares o supercomplejos llamados respirasomas (Wittig y cols., 

2006; Boumans y cols., 1998). Este concepto es apoyado porque en diferentes 

procesos de purificación se han identificado y caracterizado diferentes 

supercomplejos de la cadena respiratoria, como son, el dímero de la ATPasa, 

el supercomplejo I+III2, el supercomplejo III2+IV1-2, o el supercomplejo I+III2+IV1-

2 (Schägger y Pfeiffer, 2000; Eubel y cols., 2003; Krause y cols., 2004; Van Lis 

y cols., 2003). Incluso, se ha propuesto que los respirasomas, formados por 

I+III2+IV1-2, se asocian específicamente por la tetramerización del complejo IV, 

generando un cordel (string) respiratorio, es decir un ensamble lineal de 

supercomplejos respiratorios (Wittig y cols., 2006). 

La NADH-deshidrogenasa o complejo I, es una enzima de gran 

tamaño que cataliza el primer paso de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial  (Schultz y Chan, 2001). Esta enzima oxida al NADH, transfiriendo 

electrones a la ubiquinona (Coenzima Q o CoQ), un acarreador de electrones 

soluble en lípidos. El complejo I está formado por 46 subunidades, dándole una 
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masa molecular de aproximadamente 1000 kDa (Carroll y cols., 2003). Siete de 

ellas son producto del genoma mitocondrial, y corresponden a los componentes 

hidrofóbicos llamados ND1 a ND6 y ND4L (Chomyn y cols., 1985). Está 

relacionado con la formación del gradiente de protones transmembranal, con 

una estequiometria de 4 H+/2e- (Brandt, 1997), y es considerado uno de los 

principales sitios de formación de especies reactivas a oxígeno (ROS) junto con 

el complejo III (Raha y Robinson, 2000). 

El complejo I presenta varios grupos prostéticos, un flavín 

mononucleotido (FMN), que es el punto de entrada de los electrones derivados 

del NADH (Lenaz y cols., 2006), esos electrones son transferidos a los 

llamados, centros fierro-azufre. Enzimas de diferentes fuentes, tienen diferente 

número de centros fierro-azufre, de los cuales varios tienen el mismo potencial 

y se denominan centros “isopotenciales”. Sólo dos de esos centros tienen 

diferentes características, el N1a, formado por Fe2-S2, que tiene bajo potencial 

(-370 mV), y el N2, formado por Fe4S4, que tiene un alto potencial (entre -150 y 

-50 mV) y que es el que dona directamente los electrones a la ubiquinona  

(Lenaz y cols., 2006).  

El complejo I es inhibido por más de 60 diferentes tipos de moléculas, 

desde la rotenona hasta moléculas como insecticidas o acaricidas. Esos 

inhibidores se agrupan en tres clases principales: La clase I/A (cuyo prototipo 

es la piericidina A), la clase II/B (cuyo prototipo es la rotenona) y la clase C 

(cuyo prototipo es la capsaicina) (Esposti, 1998) 

 A diferencia de las bacterias y mitocondrias de muchos eucariotes, las 

mitocondrias de la levadura S.cerevisiae, no tienen un complejo I sensible a 

rotenona y piericidina  (Grandier-Vazeille y cols., 2001). En su lugar tienen al 

menos dos NADH: ubiquinona-oxidoreductasas insensibles a rotenona, ligadas 

a la membrana interna mitocondrial. Una de ellas ya ha sido purificada y está 

constituida por una sola proteína de 57 kDa, codificada por el gen ND11 

(Marres y cols., 1991). También se han identificado otras dos proteínas, 

codificadas por los genes NDE1 y NDE2, las que fueron encontradas por la 

homología que presentaron con ND11 (Small y McAlister, 1998). Estas 
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proteínas no están acopladas a la traslocación de protones y  por lo tanto no  

participan en la síntesis de ATP (de Vries y Marres, 1987). 

El complejo II (succinato:ubiquinona oxidoreductasa) es un 

componente clave del ciclo de Krebs que cataliza la oxidación del succinato a 

fumarato en la matriz mitocondrial como succinato deshidrogenasa, esa 

oxidación del succinato esta acoplada a la reducción de la ubiquinona a 

ubiquinol en la membrana interna mitocondrial como parte de la cadena 

respiratoria (Xia y cols., 2007; Cortés-Rojo y cols., 2007). Los electrones son 

transferidos a través de una serie de grupos prostéticos internos, un flavín 

adenindinucleotodo (FAD), un centro Fe2-S2, un centro Fe4-S4, un centro Fe3-S4 

y un grupo hemo b, que son parte integral del complejo (Hagerhall, 1997). El 

complejo II, está formado por cuatro subunidades, la proteína de unión a FAD o 

flavoproteína (68 kDa), la proteína hierro-azufre (29 kDa), y dos proteínas 

ancladas a la membrana (CybL de 15 kDa y CybS de 11 kDa) que tienen un 

total de seis cruces transmembranales (Sun y cols., 2005; Huang y cols., 2005). 

A diferencia del complejo I, la succinato deshidrogenasa no transfiere protones 

a través de la membrana interna mitocondrial y por lo tanto no participa en la 

formación del gradiente electroquímico de protones utilizado para la síntesis de 

ATP (Huo y cols., 2007). 

El citocromo bc1 o complejo III, es una enzima de membrana 

homodimérica, donde cada monómero está formado por 10 a 11 subunidades. 

Dentro de esas subunidades, siempre se encuentran presentes, sin importar el 

organismo, tres centros redox o subunidades catalíticas altamente 

conservadas, los cuales son, el citocromo b, que tiene dos grupos hemo tipo b, 

el citocromo c1, que tiene un grupo hemo tipo c, y una proteína ISP, que tiene 

un centro hierro-azufre (Fe2-S2) tipo Rieske (Trumpower, 1990; Berry y cols., 

2000). Estos centros redox se dividen en dos grupos, de acuerdo a su 

potencial, el grupo de “alto potencial”, formado por la proteína de Rieske y el 

citocromo c1, y el grupo de “bajo potencial”, formado por los dos grupos hemo b 

(Langey Hunte, 2002) Solo el citocromo b está codificado por el DNA 

mitocondrial; todas las demás proteínas son codificadas en el núcleo (Sidhu y 

Baettle, 1983).  
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El citocromo bc1, cataliza la transferencia de electrones de un ubiquinol 

localizado en la membrana a un citocromo c soluble. Esta reacción redox está 

acoplada a la traslocación de protones a través de la membrana. Tres sitios de 

unión enzimáticos participan en la catálisis del complejo III, el sitio quinol 

oxidasa (Q0), el sitio quinol reductasa (Qi) y un sitio de acoplamiento para el 

citocromo c soluble en el citocromo c1 (Trumpower, 1990). Q0 se ubica hacia el 

lado de la membrana cargado positivamente, es decir hacia donde los protones 

son liberados por la actividad de la enzima; Qi se localiza hacia el lado de la 

membrana cargado negativamente, es decir de donde los protones son 

tomados durante la reacción; el sitio de acoplamiento para el citocromo c 

soluble está localizado en el lado positivo de la membrana, en el citocromo c1, 

representando el acarreador terminal de electrones del complejo bc1 (Forquer y 

cols., 2006). 

El mecanismo catalítico por el que el citocromo bc1 coordina las 

reacciones redox con el bombeo de electrones, se denomina Ciclo Q, el cual 

describe el camino que siguen los electrones entre los grupos redox del 

complejo bc1 y cómo se ligan a la transferencia de protones (Trumpower, 

1990). En la reacción, dos electrones se transfieren del ubiquinol, uno a la vez, 

a través del citocromo bc1 para reducir dos moléculas de citocromo c soluble; 

en este proceso, cuatro protones son translocados de la matriz mitocondrial al 

espacio intermembranal y dos más son utilizados dentro de la membrana 

interna en la re-reducción de una ubiquinona a ubiquinol. Está transferencia de 

protones provocada por el movimiento de electrones en el citocromo bc1, 

promueve la formación de un gradiente de protones utilizado para la síntesis de 

ATP (Trumpower, 1990; Forquer y cols., 2006). 

La citocromo c oxidasa o complejo IV es la enzima que dona los 

electrones al oxígeno. El paso final en la transferencia de electrones es 

catalizado por la familia de oxidasas hemo-cobre, que se encargan de oxidar al 

citocromo c y reducir al oxígeno molecular formando agua (Bränden y cols., 

2006). Uno de los miembros de la familia de oxidasas hemo-cobre, es la 

citocromo c oxidasa (CcO) ó citocromo aa3, la cual está formada por 13 

subunidades en mamíferos (Tsukihara y cols., 1996).  
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El centro catalítico de la citocromo c oxidasa, es similar en procariotes y 

en eucariotes, y consiste de tres subunidades (I, II, III), donde 

aproximadamente un 50 % de los aminoácidos son idénticos (Shapleigh y 

Gennis, 1992). La subunidad I, tiene tres cofactores redox, los grupos hemo a y 

a3 (citocromo aa3) y el cobre B (CuB) y tiene 12 segmentos transmembranales. 

La subunidad II tiene cuatro cofactores de cobre A (CuA), y cuenta con dos 

segmentos transmembranales. La subunidad III está compuesta por siete 

segmentos transmembranales, arreglados en dos paquetes separados por un 

surco en forma de V (Bränden y cols., 2006).  

La actividad de la citocromo c oxidasa resulta en una separación de 

cargas en la membrana, correspondiente al movimiento de una carga positiva a 

través de la membrana por cada electrón transferido al oxígeno. En general, 

por cada electrón transferido al oxígeno, un protón es bombeado a través de la 

enzima: de esa manera en cada ciclo catalítico se requieren cuatro moléculas 

de citocromo c soluble (cyt c2+
out), un átomo de oxígeno (O2), cuatro H+ 

tomados de la matriz para reducir al O2, y cuatro H+ que son translocados de la 

matriz al espacio intermembranal (Bränden y cols., 2006). Los electrones son 

donados desde el lado positivo de la membrana por los citocromos c solubles 

hacia un grupo de cobre A, posteriormente hacia un grupo hemo a y finalmente 

al sitio catalítico compuesto por el hemo a3 y un grupo de cobre B; en este sitio 

catalítico se reduce al oxígeno (Wikström, 2004). Los protones necesarios para 

la reducción del oxígeno son tomados del lado negativo de la membrana a 

través de dos rutas de protones, la ruta K y la ruta D. La ruta K es usada para 

acarrear los protones en la reducción el sitio catalítico; la ruta D aparentemente 

es usada para la traslocación de protones al espacio intermembranal  (Bränden 

y cols., 2006).  

La F1F0-ATP sintasa o complejo V utiliza el gradiente electroquímico de 

protones generado por la actividad de la cadena respiratoria para la síntesis de 

ATP. La ATP sintasa, está formada por el subcomplejo catalítico hidrofilico, 

llamado F1, localizado en la matriz mitocondrial, y el subcomplejo hidrofóbico 

membranoso, llamado F0, que ancla a la enzima en la membrana interna 

mitocondrial y que participa en el transporte de los protones involucrados en la 

síntesis de ATP (Pedersen y cols., 2000). Esos dos grandes subcomplejos de 
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la F1F0-ATP sintasa están formados por múltiples subunidades, en procariotes, 

el subcomplejo hidrofóbico F0 (ab2c10-14), y el subcomplejo F1(33), además 

de dos tallos que los conectan entre sí, uno central que forma al rotor (es 

giratorio) y uno lateral que fija la subunidad F1 y forma al estator (es 

estacionario) (Geneviève y cols., 2004) 

La ATP sintasa es un motor rotatorio, que transporta los H+ de regreso a 

la matriz mitocondrial, acoplando la liberación de energía del gradiente de H+ 

para fosforilar ADP y producir ATP (Mitchell, 1976). Durante la síntesis de ATP, 

el flujo de protones dirige la rotación de un anillo, formado por 10 a 12 

subunidades c, pertenecientes al subcomplejo F0; este anillo está conectado al 

tallo central, que tiene las subunidades  las cuales inducen la rotación y por 

consecuencia la liberación de una molécula de ATP de las interfaces catalíticas 

/ del subcomplejo F1 (Boyer, 2002). El tallo estator es periférico y conecta 

las subunidades  y  del subcomplejo F1 a las subunidades estáticas del 

subcomplejo F0  (Wilkens, 1998). Este mecanismo rotatorio es completamente 

reversible; es decir, cuando el gradiente de protones transmembranal 

disminuye, la enzima rota en dirección opuesta uniendo e hidrolizando ATP 

(García y Capaldi, 1998). Esta enzima es regulada por un poderoso inhibidor 

de 10 kDa, llamado IF1, quien se une al subcomplejo F1, con una 

estequiometría 1:1 (García y cols., 2006). 

Recientemente, el análisis bioquímico y estructural ha descubierto que la 

ATP sintasa interactúa directamente con el acarreador de fosfato (PIC) y el 

acarreador de adenín nucleótidos (ANC) (Fig. 3). A este supercomplejo, ATP 

sintasa/PIC/ANT, se le llamó “ATP sintasoma”, que está constituido por 17 

subunidades (Ko y cols., 2003; Chen y cols., 2004). En téminos funcionales, 

para la mitocondria, este complejo es un mejor sensor fisiológico para la 

síntesis de ATP, dado que el fosfato y ADP requeridos son transportados 

directamente al sitio activo de la ATP sintasa. 
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Figura 3. Estructura y función del ATP sintasoma (ATP sintasa/PIC/ANC). Los sitios 
catalíticos del sintasoma se localizan en la subunidad F1, en la interfase de la subunidad a y b. 
los sitios catalíticos están formados principalmente por aminoácidos de la subunidad b y 
algunos de la subunidad a. PIC = acarreador de fosfato, ANC = acarreador de adenín 

nucleótidos (Pedersen, 2007).  

 

I.4 Transporte de iones en la mitocondria. 

 La teoría quimiosmótica (Mitchell, 1961) generó un gran cambio en la 

forma de interpretar los mecanismos de transporte de iones. Para que un ion sea 

transportado a través de una membrana, se requieren dos factores: un sistema 

de transporte, o proteínas que funcionan a través de diferentes mecanismos, los 

uniportadores, que se encargan de transportar unidireccionalmente a través de 

membrana, una sola molécula, los simportadores, quienes acoplan el transporte a 

través de la membrana, de dos o más iones en una misma dirección, y los 

antiportadores, que transportan en dirección opuesta dos iones (Nicholls y 

Ferguson, 1992); y un mecanismo impulsor, que puede ser, un gradiente de 

concentración, un potencial eléctrico, o una combinación de ellos. Cuando estos 

sistemas de transporte, funcionan y no generan cambios de carga a través de la 

membrana, se dice entonces, que el sistema es electroneutro, pero si al activarse 

generan una diferencia de cargas, se conocen como electrogénicos. Si esa 

activación es capaz, a su vez, de disipar esas cargas, entonces el sistema es 

electroforético (Nicholls y Ferguson, 1992). 
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 La membrana interna mitocondrial, contiene a las proteínas utilizadas en el 

transporte de electrones, la síntesis de ATP y todos los acarreadores que 

transfieren sustratos entre la matriz mitocondrial y el citosol (Garlid y Paucek, 

2003). Algunos compuestos orgánicos e inorgánicos pueden, dependiendo de las 

condiciones, difundir a través de la membrana interna mitocondrial sin requerir de 

un acarreador específico, pero aquellas moléculas que tienen una carga neta, sí 

requieren de sistemas de transporte específicos para cruzar a través de la 

membrana. Se han descrito diversos sistemas de transporte para iones como 

Ca++, Cl-, Pi, K+ o Na+, los cuales utilizan diferentes mecanismos en su actividad,  

en estos sistemas de transporte se pueden encontrar a los intercambiadores 

catión/H+, los uniportadores o los canales. Estos están involucrados en el control 

de la composición iónica y de la osmolaridad de la mitocondria, así como en dirigir 

la disipación de la energía libre almacenada en la fuerza protón-motriz, entre 

otras muchas funciones (Devin y cols., 1997). 

I.5 Transporte de potasio (K+) en la mitocondria 

 El K+ es uno de los cationes más abundantes en la mitocondria; en los 

mamíferos puede alcanzar una concentración de 100 a 120 mM (Diwan y cols., 

1988). Al K+ se le atribuyen funciones muy importantes para la mitocondria, tales 

como, mantener su volumen, evitando el excesivo hinchamiento o la contracción 

de la matriz, así como, regular la producción de especies reactivas de oxígeno, 

utilizadas en la señalización celular (Garlid y Paucek, 2003), regular la velocidad 

de consumo de O2 por la cadena respiratoria, o estimular la síntesis de ATP por la 

F1-F0 ATP sintetasa en mitocondrias de organismos como S.cerevisiae (Uribe y 

cols., 1991). 

El transporte de potasio es catalizado por los sistemas de entrada y salida 

de K+, H+ y aniones (Fig. 4). El transporte electroquímico de protones formado por 

la cadena respiratoria, promueve el ingreso de K+ a la matriz por difusión (K+ 

leak), y por la activación de un canal de K+ sensible a ATP (mitoKATP). Por otro 

lado, el intercambio de K+ por H+, puede alcalinizar la matriz, haciendo que se 

active la entrada de fosfato (Pi), vía un simportador Pi-H+. La entrada neta de K+ a 

la matriz, genera un obligado hinchamiento mitocondrial. El exceso de K+ en la 
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matriz es eliminado por la actividad de un antiportador K+/H+ (Garlid y Paucek, 

2003) (Fig. 4).  

 

 Figura 4. Mecanismos de transporte de K
+
 a través de la membrana interna mitocondrial: 

canal de potasio sensible a ATP (MitoKATP), difusión de potasio (K
+
 leak), antiportador K

+
/H

+
. 

Reguladores de los sistemas de transporte para potasio. Oxido nítrico (NO), Especies reactivas de 

oxígeno (ROS), diciclohexilcarbidiimida (DCCD). ETS, cadena respiratoria (Garlid y Paucek, 2003; 

Szewczyk y cols., 2006). 

La primera evidencia del antiportador K+/H+ (Fig. 4) en la mitocondria fue 

propuesta por Mitchell y Moyle (1969). Antes de los años 80s, se creía que el 

intercambio K+/H+ era mediado por el antiportador Na+/H+, hasta que se 

describieron dos distintos antiportadores catión/H+ (Nakashima y Garlid, 1982). El 

antiportador Na+/H+, selectivo para Na+, que no transporta K+, Rb+ o Cs+ y el 

antiportador K+/H+, que transporta Na+, K+, Li+, Rb+ y Cs+  (Garlid y Paucek, 

2003). Este antiportador es regulado por cationes divalentes desde la matriz 

mitocondrial, como Mn++, Ca++, Mg++, Sr++, de los cuales el Mg++ es el principal 

inhibidor fisiológico del antiportador (Nakashima y cols., 1982).  El antiportador 

K+/H+ también es regulado por el cambio de pH: a alta concentración de H+ se 

inhibe y a baja concentración se activa (Beavis y Garlid, 1990). Se ha visto que 

una amplia variedad de aminas anfifílicas también inhiben reversiblemente al 

antiportador, como fenotiazolinas, antidepresivos, antihistamínicos, los 

antiarrítmicos y anestésicos locales; dentro de estas moléculas encontramos a la 

quinina, cuya constante de inhibición es de 6 M (Garlid y cols., 1986). El DCCD 
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es una prueba no selectiva de proteínas de transporte de iones que reacciona 

irreversiblemente con carboxilos ocultos en centros hidrofóbicos, esta molécula 

inhibe irreversiblemente al antiportador, aunque sólo cuando está en su 

conformación activa (Martin y cols., 1984). Esta propiedad del DCCD ayudó a 

identificar al antiportador K+/H+, una proteína de 82 kDa (Martin y cols., 1986). El 

método de hinchamiento, permitió identificar un antiportador K+/H+ en 

mitocondrias de la levadura S. cerevisiae con características similares al 

transportador de mitocondrias de mamíferos (Manon y Guérin, 1992). Las 

principales diferencias del transportador de la levadura son: (i) el sistema no 

depende de la depleción de Mg++, (ii) no es necesario incubarlas en un pH básico 

para que se observe su actividad; (iii) se inhibe por Zn++ (Manon y Guérin, 1992). 

 La existencia de un sistema uniportador para K+ ha sido difícil de 

establecer en mitocondrias aisladas, debido a la coexistencia de una vía paralela 

de fuga de K+ (K+ leak) (Fig. 4). Diferentes laboratorios se dedicaron a estudiar 

ese uniportador e identificaron una proteína de 53 - 57 kDa, cuya función es 

parecida a la descrita para los uniportadores, sin embargo, su regulación no fue 

descrita (Diwan y cols., 1988). Trabajos posteriores cambiaron la idea acerca del 

uniportador y se propuso que es un canal de K+ sensible a ATP (mitoKATP) 

(Paucek y cols., 1992). La actividad de este canal es modulada por diferentes 

nucleótidos (Fig. 4) (Paucek y cols., 1992). La identidad molecular del canal es 

aún un misterio: estudios inmunológicos identificaron que el poro se forma por 

dos subunidades, Kir6.1 y Kir6.2 (Lacza y cols., 2003), aunque también se ha 

propuesto que un complejo de cinco proteínas (incluyendo la succinato 

deshidrogenasa) es capaz de transportar K+ con características similares al canal 

de K+ sensible a ATP (Ardehali y cols., 2004). Recientemente, se ha implicado al 

transportador de adenín nucleótidos como parte integral del canal 

(Kopustinskiene y cols., 2003). La actividad de este canal de potasio es regulada 

por diferentes fármacos, como el diazóxido y el BMS191095, que funcionan como 

activadores del canal; o el ácido 5-hidroxidecanoico, que funciona como un 

bloqueador (Edwards y Weston, 1990). 
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I.6 La transición de permeabilidad mitocondrial. 

 La mitocondria juega un papel muy importante en el desarrollo y 

sobrevivencia celular, dada su función en la generación de energía metabólica 

(Mitchell, 1976). La mitocondria también participa en la regulación de los niveles 

celulares de Ca++, tomando Ca++ del citosol cuando los niveles citosólicos son 

elevados o liberando Ca++ cuando los niveles citosólicos son bajos (Bernardi, 

1999; Nicholls y Budd, 2000). Por otro lado, cuando el Ca++ se acumula en el 

citoplasma durante un período prolongado, la mitocondria participa en el proceso 

de muerte celular programada porque libera proteínas del espacio 

intermembranal como el citocromo c (cyt c), Smac-Diablo, AIF y la endonucleasa 

G, los cuales a su vez disparan eventos que incluyen la formación de  un 

“apoptosoma” y la activación de caspasas, las cuales activan la muerte celular 

programada y la degradación nuclear (Martinou y Green, 2001). 

 La regulación del flujo de iones a través de la mitocondria y 

particularmente por la membrana interna mitocondrial, es esencial para mantener 

el gradiente electroquímico y en consecuencia la integridad de la mitocondria 

(Bernardi, 1999). La membrana posee una impermeabilidad intrínseca a iones y 

solutos, por lo que una serie de canales y transportadores se encargan de regular 

el flujo y el volumen mitocondrial (Palmieri, 2004). Sin embargo, se ha visto en 

mitocondrias aisladas un aumento de su permeabilidad a solutos con masa 

molecular de aproximadamente 1.5 KDa o menos (Zoratti y Szabo, 1995; 

Crompton y cols., 2002). Este cambio en la permeabilidad, es llamado transición 

de la permeabilidad, y fue descrito desde los años 50s. La transición de la 

permeabilidad puede seguirse por el flujo de agua a través de la membrana, que 

entra siguiendo la presión osmótica ejercida por la gran concentración de proteína 

en la matriz mitocondrial y que resulta en un hinchamiento pasivo de la 

mitocondria.  

 La transición a la permeabilidad genera dramáticos cambios en la 

mitocondria: se colapsa el potencial transmembranal, y por lo tanto la síntesis de 

ATP, se fugan diferentes sustratos, como los respiratorios y los nucleótidos de 

purina, causando eventualmente la inhibición de la respiración y el 

desacoplamiento (Forte y Bernardi, 2005). El hinchamiento mitocondrial puede 
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provenir de un desbalance de agua y solutos entre la matriz y el espacio 

intermembranal (Pfeiffer y cols., 1995). En céluas intactas se ha observado que la 

transición a la permeabilidad puede estar ligeramente activa (ser intermitente), lo 

cual provoca hinchamiento o cambio en el potencial transmembranal (Szabo y 

Zoratti, 1991). Se ha observado que la transición a la permeabilidad es un 

proceso dependiente de Ca++ (Ichas y cols., 1997). 

I.7 El poro de transición de la permeabilidad  mitocondrial de mamíferos 

(mPTP). 

 En mamíferos, la transición de la permeabilidad mitocondrial es 

consecuencia de la activación de un poro, llamado poro de transición a la 

permeabilidad (PTP), al cual se le caracteriza como un canal dependiente de 

voltaje; esa dependencia de voltaje es intrínseca del poro y puede visualizarse 

utilizando corrientes despolarizantes de H+ o K+ (Zoratti y Szabo, 1995). Además 

se ha demostrado la existencia de un canal de alta conductancia (1 nS) 

dependiente de voltaje, que corresponde con las características del PTP (Forte y 

Bernardi, 2005). El Ca++ es el activador más importante del PTP, mientras que la 

transición abierto-cerrado involucra varios factores fisiológicos y diferentes 

drogas. También las señales celulares son responsables de modular la apertura 

del PTP. Por ejemplo, lo afectan  directamente las proteínas BCL-2 (el PTP es 

inhibido por un cociente alto BCL-2/Bax), los niveles de lípidos como la ceramida, 

y el ácido araquidónico (Bernardi y cols., 2002; Penzo y cols., 2004; Novgorodov 

y cols., 2005). 

 Los componentes moleculares del PTP, no han sido elucidados 

completamente, pero en base a estudios farmacológicos, se ha visto que el PTP 

está formado por un complejo multiproteíco dinámico que posee sitios de 

contacto entre la membrana interna y externa mitocondriales (Halestrap y 

Brenner, 2003; Palmieri, 2004). Hasta la fecha se cree que el PTP está 

compuesto en la membrana interna mitocondrial, por la traslocasa de adenín 

nucleótidos (ANT) (Halestrap y cols., 1997a), en la membrana externa, por el 

canal anionico dependiente de voltaje (VDAC) (Crompton y cols., 1998) y por una 

proteína regulatoria de la matriz, la ciclofilina D (Cyp-D), la cual se une in vitro a la 

VDAC y ANT, formando el PTP (Forte y Bernardi, 2005). El PTP puede ser 
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regulado por ciclosporina A (CsA) que es una droga inmunosupresiva (Pacher y 

Hajnoczky, 2001)  y por el receptor periférico a benzodiazepinas (McEnery y 

cols., 1992; Beutner y cols., 1996).  

 El PTP es fuertemente regulado por diferentes efectores localizados en la 

matriz mitocondrial, como el Ca++, el cual interactúa con el PTP a través de un 

sitio que puede ser inhibido competitivamente por otros iones como Mg++, Sr++ y 

Mn++, así como por Pi, a través de un mecanismo aún desconocido (Bernardi y 

cols., 2006). El PTP también es regulado por el estado de oxidación de los 

nucleótidos de purina (Constantini y cols., 1996). 

 El pH de la matriz es otro regulador importante del PTP. En mitocondrias 

de-energizadas, el pH óptimo para la apertura del poro es de 7.4, mientras que la 

probabilidad de apertura disminuye conforme el pH decrece (Bernardi y cols., 

2006). En la membrana interna mitocondrial también existen mecanismos que 

regulan al PTP. Se ha visto que el gradiente electroquímico formado en la 

membrana interna mitocondrial, negativo en el interior mitocondrial, estabiliza al 

PTP en la conformación cerrada (Bernardi, 1992). Se ha postulado la existencia 

de un sensor de voltaje que se encarga de identificar los cambios de voltaje 

transmembranal modificando la probabilidad de apertura del PTP (Petronilli y 

cols., 1993; Petronilli y cols., 2001).  

 Los aniones anfipáticos, como los ácidos grasos producidos por la 

fosfolipasa A2, favorecen la apertura del PTP a través de un mecanismo aún 

desconocido; en particular el ácido araquidónico parece jugar un papel clave en 

las señales apoptóticas dependientes de Ca++ (Penzo y cols., 2004). Policationes 

como la espermina, cationes anfipáticos como la esfingosina y trifluoriperazina, y 

péptidos cargados positivamente inhibien al PTP (Bernardi y cols., 1994). El PTP 

es regulado por el flujo de electrones que se realiza a través del complejo I de la 

cadena respiratoria, aumentando la probabilidad de apertura cuando el flujo de 

electrones es mayor (Fontaine y cols., 1998): este hallazgo implica que el PTP es 

regulado por las quinonas, posiblemente a través de un sitio de unión específico 

que afecta el cierre o apertura del PTP (Walter y cols., 2002). Se ha observado 

que la unión de la ubiquinona 0 (Ub0) o decil-ubiquinona, inhiben la apertura del 

poro dependiente de Ca++ (Cesura y cols., 2003). 
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I.8. Papel de la traslocasa de adenín nucleótidos (ANT) en el PTP 

 Para los eucariotes, el principal sitio de generación de ATP es la 

mitocondria, de tal manera que es primordial contar con un sistema a través del 

cual se transporte el ATP fuera de la mitocondria y se importe ADP. Los dos 

transportes se llevan a cabo simultáneamente por el acarreador de adenín 

nucleótidos (ANC) localizado en la membrana interna mitocondrial (Fiore y cols., 

1998). El ANC cataliza el intercambio electrogénico de ATP por ADP, generando 

un gradiente eléctrico a través de la membrana (Halestrap y Brennerb, 2003). El 

ANC tiene dos inhibidores clásicos, el carboxiatractilósido (CAT) y el ácido 

bongkrékico (BKA), que se unen al acarreador en una proporción de un inhibidor 

por dos ANC, formando un complejo de 60kDa. Esta estequiometría sugiere que 

el ANC existe en forma de dímero (Kaplan, 2001). Estos inhibidores inducen 

diferentes conformaciones del ANC cuando están presentes, el CAT, que es 

impermeable a la membrana y se une con ANC del lado citosólico, forma la 

conformación “c”; mientras que el BKA, que sí es permeable a la membrana y se 

une con ANC del lado de la matriz, forma la conformación “m” (Klingenberg, 

1989).  

 El PTP está fuertemente regulado por los inhibidores del ANC. En 

presencia de CAT, se favorece la apertura del PTP, mientras que el BKA favorece 

el cierre del PTP (Bernardi y cols., 2006). Lo que ha llevado a sugerir que en el 

PTP participa el ANC (Halestrap y Brenner, 2003). El grupo de Bernardi, propuso 

que la modulación del PTP es a través de un cambio del potencial de superficie, 

provocado por la transición del ANC, entre la conformación “c” y “m”, lo cual es 

capaz de abrir el PTP, a causa de la modulación que ejerce el potencial de 

membrana sobre el poro (Rottenberg y Marbach, 1990). El ANC, reconstituido en 

liposomas gigantes, tiene una alta conductancia (insensible a ciclosporina) 

activada por Ca++, esta conductancia está regulada por el voltaje, al igual que lo 

reportado para la dependencia de voltaje del PTP (Brustovetsky y Klingenberg, 

1996). Usando cromatografía de afinidad con ciclofilina–D (CyP-D) se purificó el 

ANC (Crompton y cols., 1998). Por otro lado, existe evidencia de que el ANC no 

es esencial para la formación del PTP, pues mutantes que carecen del ANC sí 

exhiben transición a la permeabilidad dependiente de Ca++y además esta 

transición es sensible a CsA (Kokoszka y cols., 2004).  
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I.9. El canal anionico dependiente de voltaje (VDAC) 

 Estudios recientes en mitoplastos, han demostrado que en la transición a 

la permeabilidad también participa la membrana externa mitocondrial (Lê-Quôc K 

y Lê-Quôc D, 1985). Varias líneas de investigación han sugerido que el VDAC 

participa en la permeabilidad, porque al incorporar VDAC en bicapas de 

fosfolípidos se forman canales con un poro de 2.5 a 3 nm, cuyas propiedades 

electrofisiológicas son muy parecidas a las del PTP (Szabo y Zoratti, 1993). 

Además se ha visto que el VDAC es modulado por NADH, Ca++ y glutamato, los 

cuales también modulan al PTP (Bernardi y cols., 2006), así mismo, en 

cromatografía de afinidad, con CyP-D como ligando, el VDAC puede ser 

purificado y reconstituido, y es sensible a CsA (Crompton y cols., 1998). 

 Se han visto “sitios de contacto” entre la membrana interna y externa 

mitocondrial, los cuales tienen una alta concentración de ANC y VDAC (Beutner y 

cols., 1996), sugiriendo que el PTP se forma en los sitios de interacción de estas 

dos membranas. La idea de que el VDAC es un componente del PTP se ha 

reforzado fuertemente por el estudio de Cesura (2003), quien utilizando ensayos 

de hinchamiento mitocondrial con diferentes inhibidores del PTP, identificó un 

inhibidor de alta afinidad (Ro 68-3400), que fue usado para identificar una 

proteína de 32 kDa correspondiente al VDAC (Cesura y cols., 2003). Se ha visto 

que la actividad del PTP, es regulada vía sitios sensibles a cationes localizados 

en el VDAC, por ejemplo, en el PTP existen dos residuos de Glu, localizados en 

dos diferentes loops del VDAC donde interactúa el Ca++ (Gutiérrez-Aguilar y cols., 

2007).  

I.10. El receptor  periférico a benzodiazepina (PBR) 

 El PBR es una proteína de 18 kDa altamente hidrofóbica, localizada en la 

membrana externa mitocondrial, identificada inicialmente como un sitio de unión a 

benzodiazepina en tejidos que carecen de receptores para 4-aminobutirato. El 

PBR es el receptor a benzodiazepina del sistema nervioso central (Anholt y cols., 

1986). El PBR se localiza en un amplio número de tejidos, es especialmente 

abundante en aquellos que producen hormonas esteroideas, como la corteza 

suprarenal y las células de Leydig de los testículos (Bribes y cols., 2004). En esas 
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células, el PBR estimula el transporte de colesterol a la matriz mitocondrial, que 

es un paso limitante para la síntesis de esteroides (Papadopoulos y cols., 1997). 

El PBR también se une a porfirinas, incluyendo la protoporfirina IX, la cual es un 

potente inductor del PTP (Pastorino y cols., 1994). El papel de PBR en la 

transición a la permeabilidad, se observó por la fuerte asociación que tiene con 

VDAC y ANC (McEnery y cols., 1992), aunque su expresión en bacterias 

demostró que la unión de ligandos de alta afinidad al PBR no requiere ni de 

VDAC ni de ANC. Evidencia adicional de la participación de PBR en el PTP se 

obtuvo por patch-clamp en mitoplastos, donde se observó alteración de la 

transición a la permeabilidad por ligandos específicos para PBR (Kinnally y cols., 

1993). 

I.11. La ciclofilina D (Cyp-D) 

 Un descubrimiento fundamental en la transición de la permeabilidad fue la 

identificación de la ciclosporina A (CsA) como inhibidor de alta afinidad del poro 

(Basso y cols., 2005). El receptor para la CsA es la ciclofilina D (CyP-D), una 

peptidil-prolil cis-trans isomerasa de la matriz mitocondrial. La Cyp-D cataliza la 

transformación entre conformaciones de los péptidos adyacentes a los residuos 

de prolina. La Cyp-D es inhibida por CsA en el mismo margen de concentración 

que el PTP (Halestrap y Davidson, 1990). Se ha visto que la CyP-D está 

involucrada en la regulación por Ca++ del PTP, a través de un proceso de alta 

afinidad (McGuinness y cols., 1990). El resultado más ilustrativo del papel de la 

CyP-D en el PTP se observó después de la inactivación del gen Ppif, el cual 

codifica para la Cyp-D en ratón. En ausencia de CyP-D, la mitocondria duplica la 

capacidad de retención de Ca++ de manera semejante a lo que sucede en 

presencia de CsA (Baines y cols., 2005). De esta manera, se demostró que la 

CyP-D es un regulador del PTP, dado que la estructura del PTP se altera por la 

ausencia de CyP-D (Bernardi y cols., 2006). 

I.12. El acarreador de fosfato (PiC) 

 El fosfato (Pi) es un compuesto esencial para el crecimiento  y la división 

celular (Westheimer, 1987), transportado por acarreadores específicos 

localizados en la membrana interna de la mitocondria (Ferreira y Pedersen, 
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1993). En la mitocondria de mamíferos, se han descrito dos sistemas de 

transporte de fosfato; un simportador Pi/H+, que sirve también como 

intercambiador Pi/OH- (Wohlrab, 1986; Wehrle y Pedersen, 1989) y el acarreador 

Pi/dicarboxilato, que es un antiportador electroneutro (Kramer y Palmieri, 1989). 

El simportador Pi/H+ puede ser inhibido con reactivos mercuriales, como el p-

mercurio-benzoato y el mersalil, y también con N-etilmaleimida (NEM). El 

transportador de Pi/H+ es extraordinariamente activo. La distribución del fosfato 

de uno y otro lado de la membrana, depende del gradiente de pH generado a 

través de la membrana (Nichols, 1987). En mitocondrias de levadura, como S. 

cerevisiae, se ha logrado purificar el simportador de Pi/H+ en forma activa, que 

corresponde a una proteína de 35 kDa. En contraste con mamíferos, el 

acarreador Pi/H+ en levadura es insensible a NEM aunque es sensible a 

compuestos mercuriales (Guérin y cols., 1990).  

 El Pi modula el transporte de Ca++ y K+ en las mitocondrias de hígado y 

corazón. Cuando el Pi entra a la mitocondria estimula la entrada de Ca++ a la 

matriz donde forma un complejo Pi-Ca++ (Zoccarato y Nicholls, 1982). La entrada 

de Ca++ a la mitocondria estimula la cadena respiratoria favoreciendo la salida de 

H+ e incrementando el gradiente de pH generado a través de la membrana 

(acidificando el medio externo)  (Zoccarato y Nichols, 1982). En mitocondrias de 

hígado de rata, se  ha visto que el Pi estimula la entrada de K+ en presencia de un 

sustrato que alimente la cadena respiratoria (Jung y cols., 1977). También 

cuando aumenta el pH en ausencia de Pi, se estimula la entrada de K+ a la matriz 

(Beavis y cols, 1985); al inhibir el intercambiador Pi/OH+ aumenta la entrada de K+ 

dependiente de pH. Si se activa la fosforilación oxidativa, al adicionar ADP en 

presencia de Pi, se inhibe la entrada de K+, debido probablemente a la reducción 

del potencial transmembranal (Jung y cols., 1977). 

 Al investigar cuáles son las proteínas de la membrana interna que se 

unen al ANC, se sometieron mitocondrias tratadas con CAT a través de una 

columna de afinidad a óxido de fenilarsina (PAO): se observaron cuatro 

proteínas además del ANC (Leung y Halestrap, 2008). Una de esas proteínas 

fue el acarreador de fosfato (PiC), que posiblemente participa en la actividad 

del PTP (Crompton y Costi, 1988). El papel del PiC en el PTP, se ha observado 

mediante la adición de análogos de ubiquinona, que bloquean la apertura del 
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PTP y de N-etil maleimida (NEM), un potente inhibidor de la apertura del PTP a 

bajas concentraciones (McStay y cols., 2002). Otra evidencia de la 

participación del PiC como componente formador del poro, es la interacción del 

PiC, CyP-D y ANC, demostrada por co-inmunoprecipitación (Leung y Halestrap, 

2008); también se demostró que este complejo es sensible a CsA (Leung y 

Halestrap, 2008), lo cual sugiere que el PTP puede estar formado por el 

complejo PiC, ANC, CyP-D. Además, existe evidencia de que PiC y ANC 

pueden estar interactuando al asociarse con la ATP sintasa en la formación del 

“ATP sintasoma” (Chen y cols., 2004). 

I.13. Consecuencias de la apertura del poro de transición de la 

permeabilidad 

 La consecuencia primaria de la transición a la permeabilidad es la 

depolarización mitocondrial. Si el periodo de duración de apertura es corto, el 

PTP puede ser no detectable (Bernardi, 1999). Pero, si la duración de la apertura 

es larga, existen consecuencias sobre la respiración porque existe pérdida de los 

sustratos oxidables (Bernardi y cols., 2006), por ejemplo, para los sustratos del 

complejo I, la apertura del poro está relacionada con la inhibición de la cadena 

respiratoria y con la pérdida de nucleótidos de purina, y también aumenta la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Bernardi y cols., 2001).  

I.14. El poro de transición de la permeabilidad mitocondrial de la levadura 

(yPTP o YMUC). 

 La levadura S.cerevisiae, se ha convertido en un buen sistema para 

estudiar la transición a la permeabilidad (Manon y cols., 1998). Y aunque no se 

ha identificado en la levadura, un sistema de permeabilidad similar al 

caracterizado en mamíferos, sí se ha encontrado un canal inespecífico de amplia 

conductancia, denominado poro de transición de la permeabilidad de levadura 

(yPTP) (Jung y cols., 1997) o canal no selectivo de la mitocondria de levadura 

(YMUC) (Manon y cols., 1998). La mitocondria de S. cerevisiae tiene dos canales 

de alta conductancia con una conductancia de 400 y 40 pS respectivamente 

(Ballarin y Sorgato, 1995), de los cuales, uno de ellos constituye al YMUC (Manon 

y cols., 1998). Al abrirse el YMUC se lleva a cabo un equilibrio de cargas a través 
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de la membrana (Castrejón y cols., 1997) y se pueden transportar moléculas de 

hasta 1.1 kDa a través de la membrana (Jung y cols., 1997). Esa permeabilidad 

se ha caracterizado al ser inducida por nucleótidos a través de la membrana 

interna, donde el ATP es uno de los principales moduladores (Ballarin y Sorgato, 

1995).  

 La transición de la permeabilidad en la mitocondria se empezó a 

caracterizar en los años setentas, al estudiarse el transporte de Pi a través de la 

membrana interna, a la par de esos estudios, se observó que la actividad de la 

cadena respiratoria provoca un cambio de volumen insensible a mersalil pero 

sensible a antimicina A (De Chateaubodeau y cols., 1976). En condiciones 

hipotónicas el YMUC es capaz de transportar moléculas neutras como el manitol 

y moléculas de polietilén glicol de hasta 1100 Da, cercano al valor encontrado 

(1.5 kDa) para el PTP en mitocondrias de mamífero (Jung y cols., 1997). Por esta 

razón, al YMUC se le clasificó como un sistema análogo al poro de transición a la 

permeabilidad de mamíferos (Bernardi y cols., 1994). En contra de este concepto, 

se arguye que el YMUC no se activa con Ca++ y es insensible a ciclosporina A 

(Manon y Guerin, 1998). Aunque recientemente se ha observado que, 

dependiendo de la concentración de Pi, el Ca++, Mg++ y la octilguanidina, 

promueven el acoplamiento mitocondrial (Pérez-Vázquez y cols., 2003). 

 El YMUC es capaz de transportar cationes, como K+, Na+, Li+, colina; y 

aniones, como acetato, cloruro, gluconato, y protones (Ballarin y Sorgato, 1995). 

Este transporte es inducido por nucleótidos como ATP, así como, GTP, CTP y 

GDP, pero no por ADP. Se ha visto que es sensible a altas concentraciones de Pi 

(> 1 mM) y a decavanadato, y es insensible a inhibidores del acarreador de 

adenín nucleótidos (Roucou y cols., 1997).  

 El YMUC transporta aniones con selectividad diferente 

(acetato>cloro>gluconato) pero nunca transporta protones (Roucou y cols., 1997). 

Al contrario, en condiciones energizadas, el YMUC transporta cationes con la 

siguiente selectividad, K+>Na+≈Li+>colina, pero no transporta protones (Roucou y 

cols., 1997). Como ya se había mencionado, el YMUC es inhibido con 

decavanadato y es activado por nucleótidos trifosfato como, ATP, GTP, CTP, y 

nucleótidos difosfato como el GDP y su análogo GDP--S (Roucou y cols., 1997).  
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Es insensible al ácido bongkrékico, inhibidor del acarreador de adenín 

nucleótidos, que al unirse al acarreador lo mantiene en la configuración “m”. El 

YMUC, es parcialmente sensible al carboxi-atractilósido, que también inhibe al 

acarreador y lo mantiene en la conformación llamada “c” (Manon y Guerin, 1998).  

 En condiciones donde la mitocondria se encuentra oxidando etanol, el 

YMUC es marcadamente específico a K+ (Roucou y cols., 1995). También es 

capaz de desacoplar la fosforilación oxidativa cuando está funcionando, y el 

mecanismo es inhibido por Pi (1 – 2 mM) (Beauvoit y cols., 1991). 

Aunque se han encontrado evidencias negativas acerca de la participación 

del VDAC, sobre la transición a la permeabilidad (Roucou y cols., 1997; Baines y 

cols., 2007), se ha demostrado que aunque el YMUC está presente aún en 

ausencia de VDAC, se pierde el control que ejercen el Ca++, la octilguanidina y el 

vanadato, sobre la apertura del poro, lo cual sugiere que el VDAC sí tiene un 

efecto regulatorio sobre la transición a la permeabilidad (Gutiérrez-Aguilar y cols., 

2007). 

 Se ha visto que, la adición de ATP induce permeabilidad a H+ en la 

mitocondria de levadura, la cual es inhibida por Pi (Prieto, y cols., 1992). Guérin y 

cols. (1994), reportaron un canal catiónico inespecífico estimulado por ATP,  que 

es inhibido por ADP, Pi, Mg++, Zn++ y propanolol. Al medir la fosforilación 

oxidativa, Roucou y cols. (1995), observaron que a concentraciones fisiológicas 

de K+ y altas concentraciones de Pi, el K+ entra a la matriz sin desacoplar la 

fosforilación oxidativa. En este sistema, al inhibir el simportador de Pi, el K+ es 

capaz de inducir desacoplamiento. Esto sugiere que la estimulación de la síntesis 

de ATP por el K+ se relaciona con la activación del transporte de Pi. Roucou y 

cols. (1995), reportaron que a bajas concentraciones de Pi, el ATP estimula el 

transporte de K+ al interior mitocondrial cuando la mitocondria está respirando. 

Por otro lado, Prieto y cols., (1995), reportaron que la adición de ATP induce 

permeabilidad a H+ en mitocondrias de S. cerevisiae y que el Pi es capaz de 

inhibir esa permeabilidad, esto sugirió que la eficiencia en la fosforilación puede 

depender del estado de apertura de un canal iónico (Prieto y cols., 1996). 
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Se ha demostrado que el PiC de la mitocondria de levadura puede 

transformarse a un canal aniónico inespecífico al formar un dímero de PiC vía 

un enlace tiol entre dos cisteínas (Krämer, 1998). 

I.15. Relación entre el poro de transición de la permeabilidad (PTP) y el 

canal no selectivo de la mitocondria de levadura (YMUC). 

Analizar la relación entre ambos mecanismos de transición es importante, 

dado que puede ayudarnos a entender la posible función real de ellos en los 

distintos tipos celulares. La primera relación que comparten ambos sistemas es la 

evidente ausencia de selectividad, ya que ambos sistemas tienen la capacidad de 

transportar todo tipo de moléculas discriminando solo por el tamaño; otra 

analogía, se presenta al analizarlos con técnicas de electrofisiología donde se 

observa que ambos son de naturaleza aniónica (Ballarin y Sorgato, 1995).  

 Por otro lado, la regulación es muy diferente para ambos canales. El calcio 

(Ca++) es un factor importante de la apertura del PTP, lo cual no sucede con el 

YMUC ya que a concentraciones fisiológicas no se ve efecto sobre el YMUC 

(Jung y cols., 1997). La ciclosporina A, es inhibidor específico del PTP, pero no 

tiene efecto sobre el YMUC, aún cuando la levadura si tiene una ciclofilina, la cual 

esta involucrada en el plegamiento de las proteínas codificada por el núcleo (Jung 

y cols., 1997; Matoushek y cols., 1995). Por otro lado, el Pi que es co-inductor con 

Ca++ del PTP, en el YMUC actúa como inhibidor. 

 No se conoce el significado fisiológico del YMUC, aunque se han 

propuesto algunas posibles, tales como la regulación del volumen de la matriz 

mitocondrial y la regulación de la síntesis de ATP (Guérin y cols., 1994; Prieto y 

cols., 1995; Roucou y cols., 1997). También se ha propuesto que la levadura se 

beneficia de este canal porque lo utiliza para disipar energía en forma de calor 

(Dejean y cols., 2000). 

 

 

 



PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS Página 35 
 

II. HIPOTESIS 

Existen transportadores específicos e inespecíficos para potasio (K+) en la 

mitocondria de levadura, por lo tanto, si el poro de transición mitocondrial se 

cierra, entonces se podrá medir el transporte a través de los transportadores 

específicos para potasio. 
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III. OBJETIVOS 

III.1 Objetivo General 

Estudiar el transporte de potasio (K+) y su correlación con el estado de 

permeabilidad en  mitocondrias aisladas de la levadura S. cerevisiae. 

 

III.2 Objetivos Particulares 

Definir el mecanismo del transporte de K+ en la mitocondria de levadura con el 

poro cerrado, 

Estudiando el efecto del K+ sobre el  volumen mitocondrial 

Midiendo la entrada de K+ en ausencia y en presencia de Pi  

Analizando el efecto del Mg++ y la quinina sobre la entrada de K+ 
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IV. METODOLOGÍA 

IV.1 Material químico y biológico. 

 Se utilizó la levadura comercial de panadero Saccharomyces cerevisiae 

de la Azteca S. A. (México). El manitol, el ácido morfolinoetanosulfónico (MES), 

el -nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) reducido, la Coenzima Q2, el 

ácido 3-N-morfolinopropanesulfónico (MOPS), el tris-hidroximetilaminometano 

(Tris-base),  la albúmina sérica bovina, el KCl, el RbCl, el MgCl2, el NaCl, la 

Quinina, el Mersalil, el FCCP, el ADP, la emulsión antiespumante, la safranina-

O, la antimicina-A y la hexocinasa liofilizada se adquirieron de Sigma Chemical 

Company, St Louis Mo. (EUA). El 86RbCl fue adquirido de NEN Life Science 

Products, Inc. (Boston, MA). El succinato, el ácido fosfórico y el cloruro de 

potasio, se adquirieron de J. T. Baker, S. A. de C. V. Xalostoc (México). La 

carboxifluoresceína-AM y el ácido plurónico se adquirieron de Molecular 

Probes, Eugene, OR (EUA). La Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa liofilizada se 

adquirió de Boehringer Mannheim, (Alemania). El desacoplante 1799, no 

fluorescente, fue donado por el Dr. P. G. Heytler, Dupont de Nemours, 

Wilmington DE (USA). El DEAE Bio-Gel fue de Bio-Rad. El Triton X-100 

reducido fue adquirido de Aldrich Chemical Co., y el Triton X-100, 100% puro, 

fue de Calbiochem Co.  

IV.2 Medio de cultivo. 

 La levadura se cultivó en un medio completo (DeKlöett y cols. 1961) El 

medio se esterilizó en un autoclave, a 15 libras de presión a 120 oC, durante 20 

min. 

IV.3 Tratamiento previo de las levaduras. 

 Se pesaron 80 gr de levadura (peso húmedo) y se suspendieron en una 

licuadora comercial con aprox. 500 mL de medio y 8 a 10 gotas de 

antiespumante; se homogeneizó durante 10 seg a máxima velocidad. La 

mezcla de levadura se incubó durante 8 horas bajo aireación (3 litros/min) en 

un cuarto a temperatura constante (30 oC). A las 8 horas de incubación, las 

levaduras se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min. El botón se resuspendió 
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en agua destilada y se centrifugó nuevamente. Las levaduras se 

resuspendieron en un litro de agua destilada y se continuaron incubando a 30 

oC durante 15 horas para que consumieran sus sustratos endógenos. 

IV.4 Aislamiento de las mitocondrias de levadura. 

 Después de la fase de ayuno, las levaduras se centrifugaron a 3500 

rpm/ 5 min; el botón se resuspendió con agua destilada y se centrifugó 

nuevamente a 3500 rpm. Finalmente, se resuspendió en un volumen final de 

250 ml de medio isotónico compuesto por manitol 0.6 M, MES 5 mM, BSA 

0.1%, pH 6.8 (TEA) a 4 oC. 

 El rompimiento celular se realizó por agitación en un fraccionador de 

células Braun, utilizando un vaso fraccionador de 80 ml, al cual se adicionaron 

perlas de vidrio de 0.45 mm de diámetro hasta la mitad y se completó con la 

suspensión de levaduras. El pulso de agitación fue de 10 segundos enfriando 

mediante un flujo continuo de CO2. Posteriormente, la suspensión 

homogeneizada, se sometió a centrifugación diferencial para aislar la fracción 

mitocondrial (Peña y cols., 1977).  

IV.5 Determinación de proteína. 

 La concentración de proteína se determinó utilizando el método del 

biuret (Gornal y cols., 1949), incubando durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Las muestras se leyeron en un espectrofotómetro Beckman DU-50 a 

una longitud de onda de 540 nm, utilizando el tubo sin mitocondrias para 

calibrar el equipo. Para obtener la concentración de proteína total, la 

absorbencia de las muestras, se interpoló con la obtenida por una curva de 

concentración de albúmina. 

IV.6 Oximetría. 

 El consumo de oxígeno se determinó utilizando un electrodo tipo Clark, 

conectado a un oxímetro (YSI 5300) y a un graficador Kipp and Zonen Delft BV. 

La sensibilidad del electrodo se ajustó al 100% de la escala del oxímetro de la 

siguiente manera: en una cámara de vidrio se adicionó el amortiguador (0.6 M 



PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS Página 38 
 

manitol, 5 mM MES, pH. 6.8 (TEA));  Pi 0 a 10 mM pH 6.8 (TEA) y MgCl2 0 y 2 

mM; como sustrato respiratorio se utilizó 1 l/ml de ETOH (20 mM). El volumen 

final se ajustó a 3 ml; se eliminó todo el aire de la cámara. Se obtuvo una basal 

y se adicionaron las mitocondrias a una concentración final de 0.5 mg de 

prot/ml. El consumo de oxígeno se registró durante 1 min. (Edo. 4) y se 

adicionó 160 µM ADP para generar el Edo. 3 de la respiración hasta que se 

consumió completamente el ADP y el trazo regresó al Edo. 4; posteriormente 

se adicionó 1 µl/ml del desacoplante 1799 (5 mM) y se midió la velocidad de 

consumo de oxígeno en estado desacoplado. 

IV.7 Evaluación del potencial transmembranal con Safranina-O. 

 Se utilizó como indicador del potencial transmembranal el colorante 

cattiónico safranina-O; los cambios de absorbencia se midieron con ayuda de 

un espectrofotómetro de doble haz (SLM AMINCO DW2000) en modo dual, 

utilizando las longitudes de onda de 511 y 533 nm en el monocromador 1 y 2 

respectivamente (Äkerman y Wikström, 1979). Se utilizaron celdas de cuarzo 

de 3 ml con 1 cm de paso de luz. El medio de reacción fue 0.6 mM manitol, 5 

mM MES, pH.6.8 (TEA), 1 µl/ml de ETOH (20 mM),  10 µM safranina; 100 µM 

MgCl2; mitocondrias 0.5mg/ml. Se variaron las concentraciones de Pi,  pH. 6.8 

(TEA) ( 0 a 8 mM) y KCl (0 y 20 mM); el volumen final fue de 2 ml. Todos los 

experimentos se realizaron a temperatura ambiente (Äkerman y Wikström, 

1976). 

IV.8 Hinchamiento mitocondrial. 

Las variaciones del volumen mitocondrial se determinaron por la 

disminución de la absorbencia de la muestra, utilizando un espectrofotómetro 

Aminco DW200, en modo split a 540 nm. El espectrofotómetro fue equipado 

con un agitador magnético (Halestrap y Davidson, 1990). 

IV.8 Transporte de 86Rb+.  

El transporte de rubidio se determinó preincubando las mitocondrias por 

1 minuto en 0.6 M manitol, 5mM MES, pH 6.8 (TEA) más las concentraciones 

de MgCl2, quinina, ZnCl2 y PO4 pH 6.8 (TEA), indicadas en las figuras. 
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Posteriormente, se adicionó 86RbCl a la concentración final indicada en cada 

figura. Después del segundo minuto de incubación, se agregó el sustrato, 20 

mM de etanol y se tomaron alícuotas de 100 µl a los tiempos indicados. Esas 

muestras se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (poro de 0.45 mm), 

previamente humedecidos y montados en un multi-filtro Millipore conectado al 

vacío. Los filtros se lavaron con  buffer de 0.6 M manitol, 5mM MES, 80mM 

KCl, pH 6.8 (TEA) y se transfirieron a viales de centelleo que contenían 5 ml de 

líquido de centelleo y la radioactividad se midió en un contador de centelleo 

Beckman LS6500 utilizando la ventana de fósforo. 
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V. RESULTADOS 

V.1. El rubidio provoca hinchamiento mitocondrial, independientemente 

de la concentración mitocondrial.  

En ausencia de fosfato, la mitocondria se hincha en presencia de K+ 

(Velours y cols., 1977; Manon y cols., 1998). Para corroborar que el rubidio 

actúa como un homólogo del potasio y para evaluar si las concentraciones de 

catión a las que mediríamos la captación de rubidio promueven este 

hinchamiento mitocondrial, se decidió reevaluar el hinchamiento mitocondrial, 

en presencia de una alta concentración de proteína mitocondrial (3 mg/ml). 

Esto es importante porque normalmente las concentraciones de proteína 

reportadas en la literatura son más bajas que las necesarias para medir el 

transporte de cationes radiactivos, y a esta concentración se llevaron a cabo la 

mayoría de los experimentos. Observamos que, de acuerdo con la literatura, en 

ausencia de fosfato (Pi) y en presencia de 20 mM KCl o RbCl, disminuyó la 

densidad óptica, lo cual indica un hinchamiento mitocondrial (Fig 5).  

  

  

Figura 5. Hinchamiento mitocondrial mediado por rubidio. Mezcla de reacción: 0.6 

M manitol, 5 mM MES, pH 6.8 (TEA), 20 mM etanol, 2 l/ml H2O2 (10%), mitocondrias 3 

mg/ml. Donde se indica se adicionaron: (a) 20 mM RbCl, (b) 20 mM RbCl + 6 M FCCP y 
(c) 0 mM RbCl. La flecha indica la adición de rubidio. Todos los experimentos se 
realizaron a temperatura ambiente, a un volumen final de 2 ml. 
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Posiblemente el hinchamiento fue provocado por el flujo de iones a 

través del poro inespecífico de la membrana interna mitocondrial, abierto en 

presencia de concentraciones sub-milimolares de fosfato (Castrejón y cols., 

1997 (Apéndice II; Manon y cols., 1998). El hinchamiento observado fue 

dependiente del gradiente eléctroquímico de la membrana, porque al agregar el 

desacoplante FCCP, que abate el potencial transmembranal, el hinchamiento 

se perdió (Fig. 5). 

Al medir el hinchamiento mitocondrial en presencia de 20 mM KCl o 

RbCl, diferentes concentraciones de Pi inhibieron proporcionalmente el 

hinchamiento provocado por el KCl o RbCl; el hinchamiento se inhibió casi 

completamente con 1 mM Pi (Fig. 6). A este respecto, diferentes grupos 

reportaron que en presencia de 0.4 mM Pi, el YMUC permanece abierto, 

mientras que a 4 mM Pi el YMUC está cerrado (Manon y Guerin, 1998). 

    

Figura 6. Efecto del fosfato sobre el hinchamiento mediado por Rb
+
 en 

mitocondrias de levadura. Mezcla de reacción: como en la figura 5, excepto por la 
adición de 20 mM RbCl y como se indica en la figura diferentes concentraciones de  
fosfato se adicionaron a partir de un stock 0.1 M y 1 M de Pi, pH 6.8 (TEA). Cada punto es 
promedio de cuatro determinaciones mas menos la desviación estandard. 
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V.2. El efecto del fosfato sobre el potencial transmembranal es 

parcialmente sensible a la concentración mitocondrial. 

Con el fin de validar nuestros experimentos de captación de rubidio 

radiactivo, también se evaluó el posible efecto de la concentración de proteína 

mitocondrial utilizada, sobre el potencial transmembranal, lo que también es un 

parámetro que reporta el estado de apertura del poro de transición a la 

permeabilidad de las mitocondrias de levadura (YMUC). El potencial 

transmembranal se midió con safranina-O, en presencia de diferentes 

concentraciones de Pi y de diferentes concentraciones de proteína mitocondrial 

(Fig 7). En ausencia de Pi, el potencial transmembranal se abatió dentro del 

primer minuto del experimento, para todas las concentraciones de proteína 

mitocondrial utilizadas, aunque en altas concentraciones de proteína, sí se 

observó un incremento inicial en el potencial, conforme aumentó la 

concentración de proteína de 0.5 a 3 mg/ml (Fig. 7-A). 

 

Figura 7. Efecto de la concentración de proteína sobre el potencial 
transmembranal. Las condiciones experimentales son iguales a la figura 5, excepto por 

la adición de 10 M de safranina-O y diferentes concentraciones de proteína: (a) 0.5 mg 
prot./ml, (b) 1 mg prot./ml, (c) 2 mg prot./ml y (d) 3 mg prot./ml. Donde se indica se 

adicionó la mitocondria o 6 M FCCP. El Pi se adicionó de una solución stock 0.1 M o 1 
M pH 6.8 (TEA) a las concentraciones finales de: (A) 0 mM, (B) 0.4 mM y (C) 4 mM. El 
volumen final fue de 2 ml. 

Al realizar el mismo experimento en presencia de 0.4 mM Pi, el aumento 

de la concentración de proteína mitocondrial resultó en una parcial 

estabilización del potencial transmembranal. De 0.5 a 2 mg/ml el potencial se 

abatió durante el primer minuto, pero con 3 mg/ml de proteína mitocondrial, el 
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potencial disminuyó sólo parcialmente (Fig. 7-B)). Cuando se midió el potencial 

transmembranal en presencia de 4 mM Pi, éste permaneció elevado y estable a 

todas las concentraciones de proteína utilizadas (Fig. 7-C). El efecto sobre el 

potencial transmembranal no fue a causa de la carencia de oxígeno, dado que 

en todos los experimentos fue agregado peróxido de hidrógeno en cantidad 

suficiente para mantener constante la concentración de oxígeno. Esto, además 

fue corroborado, por oximetría utilizando un electrodo tipo Clark, midiendo el 

consumo de oxígeno por la mitocondria, durante el lapso de tiempo que 

duraron los diferentes experimentos (Resultados no mostrados). 

 Los reportes sobre el efecto del fosfato en el potencial transmembranal y 

el hinchamiento mitocondrial, incluyendo nuestro estudio (Castrejón y cols., 

1997; Manon y cols., 1998; Cortés y cols., 2000) son válidos para las 

condiciones en que se llevó a cabo la captación de rubidio reportada abajo. Es 

decir, al aumentar la concentración de fosfato, la mitocondria mantiene un 

potencial elevado  y se hace resistente al hinchamiento aún en presencia de 

concentraciones milimolares de los iones monovalentes potasio y rubidio en el 

medio.  

 V.3. La captación mitocondrial de rubidio por la mitocondria es 

estimulada por el fosfato.  

Para caracterizar el efecto del Pi sobre la captación de K+ por la 

mitocondria de levadura, se midió la captación de su homólogo radiactivo, el 

86Rb+ (Fig. 8). Los experimentos se llevaron a cabo en ausencia de Pi, en 

presencia de 0.4 mM Pi donde se sabe que existe hinchamiento mitocondrial 

mediado por K+, y a 4 mM Pi donde no hay hinchamiento. Se ha reportado por 

diferentes grupos que, 0.4 mM Pi el YMUC normalmente está abierto, mientras 

que a 4 mM Pi el YMUC está cerrado (Velours y cols., 1977; Jung y cols., 

1997).  

En ausencia de Pi no se detectó captación de 86Rb+ (Fig. 8, trazo a). En 

contraste, en presencia de 0.4 mM Pi, la mitocondria acumuló 

aproximadamente 10 nmoles de 86Rb+ (mg proteína)-1 en dos minutos (Fig. 8, 

trazo b). Cuando la concentración de Pi fue de 4 mM, la velocidad inicial de 
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captación de 86Rb+ fue similar a la observada a 0.4 mM Pi; sin embargo, la 

captación de 86Rb+ con 4 mM Pi, disminuyó después de 30 segundos, por lo 

que a los dos minutos se captaron 5 nmoles de 86Rb+ (mg proteína)-1 por la 

mitocondria. Sólo después de dos minutos de incubación se observó un 

pequeño aumento en la captación de rubidio (Fig. 8, trazo c). En todos los 

experimentos, cuando se agregó el desacoplante FCCP se inhibió la captación 

de 86Rb+ (Resultado no mostrado). 

 

Figura 8. Efecto del Pi sobre la captación de 
86

Rb
+
 por la mitocondria de levadura. 

Mezcla de reacción: como en la figura 5, excepto por la adición de 20 mM 
86

RbCl, 2 l/ml 
H2O2 (10%). Las concentraciones de Pi fueron: (a) 0 , (b) 0.4 mM, y (c) 4 mM, adicionadas 
a partir de un stock 0.1 M y 1 M de Pi, pH 6.8 (TEA). Cada punto es promedio de seis 
determinaciones. El volumen final 1 ml. 

Combinados, los resultados indican que el Pi es capaz de inhibir el 

hinchamiento mitocondrial provocado por la presencia de Rb+, mientras que, en 

contraste, este anión promueve la entrada del 86Rb+, lo cual implica que no 

existe una correlación entre ambos parámetros. Además, los experimentos de 

captación de 86Rb+, indican que el sistema por el cual el K+ ingresa a la 

mitocondria, depende de energía y ocurre en presencia de altas 

concentraciones de Pi, donde se sabe que el YMUC debe de estar cerrado. Por 

lo tanto, esto sugiere fuertemente que hay sistema de captación de K+/Rb+ en 
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la mitocondria de levadura. Este sistema depende del potencial 

transmembranal y probablemente corresponda a un transportador específico.   

V.4. En la mitocondria de levadura, el hinchamiento mitocondrial es 

modulado por quinina y por Mg++. 

 En mitocondrias de levadura cuyo PTP está cerrado se observó  

captación de 86Rb+ dependiente de energía. Esto sugiere fuertemente la 

presencia de un transportador específico. Se sabe que el transportador 

específico de K+ de las mitocondrias de mamífero es inhibido por Mg++ o por 

quinina (Diwan, 1986). Por lo tanto, buscando caracterizar el sistema de 

transporte de K+/86Rb+ de la mitocondria de levadura, decidimos determinar el 

efecto del Mg++ y la quinina en este sistema. Se observó que el hinchamiento 

mitocondrial provocado por Rb+ con 0.4 mM Pi, que ya se había observado, 

regulado por Rb+ o K+, se inhibió al aumentar la concentración de Mg++, desde 

un 50% a 1 mM de Mg++ hasta alcanzar un máximo de inhibición del 70% en 

concentraciones de Mg++ entre 2 y 8 mM (Fig. 9 A). En presencia de quinina, se 

observó inhibición del hinchamiento proporcional a la concentración de quinina 

utilizada, alcanzando un máximo de inhibición del 55% a 0.5 mM quinina (Fig. 9 

B). 

 

Figura 9. Efecto del Mg
++

 y quinina sobre el hinchamiento mitocondrial mediado 
por K

+
. Mezcla de reacción: como en la figura 5, excepto por la adición de 0.4 mM de Pi y 

(A) diferentes  concentraciones de Mg
++

, o (B) diferentes concentraciones de quinina. 
Cada punto es promedio de cuatro determinaciones. 
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V.5. La captación de 86Rb+ se inhibe con quinina y Mg++. 

Para correlacionar el efecto entre los experimentos de hinchamiento y la 

captación del Rb+, se midió la entrada de 86Rb+ en presencia de 0.4 y 4 mM de 

Pi y a diferentes concentraciones de Mg++ o quinina (Fig. 10). La captación de 

86Rb+ disminuye en presencia de concentraciones crecientes de Mg++, tanto a 

0.4 mM Pi (Fig. 10-A, trazo a), como a 4 mM Pi (Fig. 10-A, trazo b). La máxima 

inhibición causada por el Mg++ en ambas concentraciones de Pi fué 2 mM Mg++, 

aunque, con 4 mM de Pi se observó mayor efecto del Mg++ sobre la captación 

de 86RB+ y en esas condiciones se captaron 1.62 nmoles 86Rb+ (mg prot)-1, 

mientras que con 0.4 mM de PO4 la captación a 2 mM Mg++ fue de 4.01 nmoles 

86Rb+ (mg prot)-1. La quinina también inhibió la captación de 86Rb+, aunque 

como ya se esperaba por lo observado en el hinchamiento, la inhibición fue 

menor en comparación con el Mg++ (Fig. 10-B). La inhibición de la entrada de 

86Rb+ mediada por quinina fue mayor a 4 mM Pi (Fig. 10-B, trazo b) que a 0.4 

mM de Pi (Fig. 10-B, trazo a). La inhibición máxima de la quinina, sobre la 

entrada de 86Rb+, se alcanzó a 0.5 mM para ambas concentraciones, con 4 mM 

Pi se captaron 2.3 nmoles 86Rb+ (mg prot)-1; mientras que con 0.4 mM de Pi se 

captaron 4.02 nmoles 86Rb+ (mg prot)-1. 

 

Figura 10. Efecto del Mg
++

 o la quinina sobre la captación de 
86

Rb
+
 por la 

mitocondria de levadura. Mezcla de reacción: como en la figura 8, excepto por (A) la 
adición de diferentes concentraciones de Mg

++
 y (B) la adición de diferentes 

concentraciones de quinina. Las concentraciones de Pi fueron: (a) 0.4 mM, o (b) 4 mM. 
Cada punto es promedio de seis determinaciones. El volumen final 1 ml. 
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En diferentes concentraciones de Mg++ o quinina, se observó una 

correlación entre los efectos sobre el hinchamiento y la captación de 86Rb+, 

indicando que ambas moléculas inhiben la entrada de los cationes 

monovalentes a la matriz mitocondrial. Los resultados sugieren fuertemente 

que la mitocondria de levadura tiene un mecanismo de entrada para K+ muy 

parecido al observado en mitocondrias de mamíferos superiores; es decir, un 

acarreador proteico sensible al potencial transmembranal; tal vez un 

uniportador. 

V. 6. El Zn++ aumenta la captación de 86Rb+ por las mitocondrias de 

levadura. 

Como fue propuesto originalmente por Mitchell (1961), la formación del 

gradiente electroquímico requerido para la fosforilación oxidativa, no sólo se 

utiliza para la síntesis de ATP, sino también para dirigir el transporte de iones, 

incluída la entrada de K+, a la mitocondria y  a su vez para regular sus 

fluctuaciones dependiendo de las necesidades fisiológicas (Mitchell, 1961). Sin 

embargo, los datos que obtuvimos a partir del hinchamiento y la captación de 

86Rb+ por la mitocondria, indican que la captación de 86Rb+ está lejos del 

equilibrio predicho por la ecuación de Nerst, lo cual podría explicarse porque la 

velocidad de transporte de Rb+ es baja, o porque se genera un equilibrio entre 

la entrada del catión y la salida de éste por un mecanismo indefinido, el cual tal 

vez sea un antiportador K+/H+, cuya existencia ya ha sido sugerida (Manon y 

Guerin, 1992) y que en este caso expulsaría al 86Rb+ de la matriz mitocondrial. 

Para analizar la posible existencia de un mecanismo de salida del K+/Rb+, la 

captación de 86Rb+ fue medida a 4 mM Pi, en ausencia y en presencia de 0.5 

mM Zn++ (Fig. 11) el cual inhibe al posible antiportador K+/H+ en la mitocondria 

de la levadura (Manon y Guérin, 1992, 1995). 
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Figura 11. Efecto del Zn
++

 sobre la captación de 
86

Rb
+
 por la mitocondria de 

levadura. Mezcla de reacción: como en la figura 13, excepto que la concentración de Pi 
fué 4 mM. La concentración final de ZnCl2 fué de (a) 0 y (b) 0.5 mM. Cada punto es 
promedio de seis determinaciones. Volumen final 1 ml. 

La adición de 0.5 mM Zn++ en presencia de 4 mM de Pi provocó un 

incremento en la captación de 86Rb+. Lo cual significa que la inhibición del 

antiportador resultó en un desplazamiento del equilibrio del movimiento de 

86Rb+ en la mitocondria resultando en un aumento en la captación, sugiriendo 

que este movimiento sobre el sistema de captación del catión  se encuentra 

activo en nuestras condiciones experimentales. 
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VI. DISCUSIÓN 

En mi proyecto de tesis de licenciatura, determinamos que la 

conductividad de la membrana de la mitocondria de levadura es regulada por 

diferentes concentraciones de Pi (Castrejón y cols., 1997; Anexo II). Cuando se 

incuba a la mitocondria con bajas concentraciones de Pi la adición de 20 mM 

K+ colapsa el potencial transmembranal () y abate el control respiratorio 

hasta un valor de 1.0. Este artículo se incluye aquí como un apéndice.  

Los resultados de este trabajo describen dos sistemas diferentes de 

transporte de K+ utilizados por la mitocondria de levadura. Estos mecanismos 

de transporte corresponden al canal inespecífico de la mitocondria de levadura 

(YMUC) y a un sistema específico de transporte que se detecta cuando el 

YMUC está cerrado. El segundo sistema de transporte corresponde 

probablemente, a un sistema uniportador para K+ y Rb+ (Fig. 9, trazo c). Otra 

evidencia que indica la participación de un sistema uniportador electrogénico, 

fue la influencia que tiene el  sobre el transporte de 86Rb+; es decir, cuando 

el   se abatió, utilizando un desacoplante, o en ausencia de Pi, no se 

observó captación de 86Rb+.  

El patrón de hinchamiento mitocondrial no siempre correlacionó con la 

captación de 86Rb+. Es decir, a 4 mM Pi no se observó hinchamiento, pero en 

cambio, la captación de 86Rb+ se estimuló, en especial durante los primeros 30 

segundos. La ausencia de hinchamiento sugiere que el sistema de transporte 

de 86Rb+ es muy específico y que se inhibe porque la mitocondria no permite el 

movimiento de contraiones. Es decir, el efecto que tiene el Pi sobre el 

hinchamiento y la inhibición sobre la captación de 86Rb+, puede deberse a que 

promueve la impermeabilidad de la membrana a aniones, una vez que el 

YMUC se cierra. 

Como ya se sabe, el Mg++ y la quinina inhiben la captación de los 

cationes monovalentes en la mitocondria de levadura. Los experimentos con 

Mg++ y quinina realizados en el trabajo, demuestran que el Mg++ fue mejor 

inhibidor que la quinina. La sensibilidad del transporte de  86Rb+ al Mg++ y la 

quinina se evidenció al cerrar el YMUC. Adicionalmente, la captación aumentó 
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cuando se adicionó Zn++, que ha sido reportado como un inhibidor del 

antiportador K+/H+ de mitocondrias de levadura. Este efecto sugiere que en 

ausencia de Zn++, la captación de 86Rb+ está probablemente contrarrestada por 

la salida de 86Rb+ a través del antiportador (Villalobo y cols., 1981). La máxima 

captación fue observada a baja concentración de Pi (0.4 mM), condiciones en 

las cuales el YMUC permanece abierto, aun cuando no muestre la misma 

inespecificidad que cuando no hay Pi en el medio. La sensiblilidad a Mg++ y 

quinina, en estas condiciones, sugiere que el sistema de transporte de K+ en la 

mitocondria de levadura es cualitativamente similar al reportado para 

mitocondrias de mamífero (Beavis y cols., 1993). 

En mitocondrias de mamífero la apertura del PTP promueve el 

abatimiento del gradiente electroquímico y la activación de la salida de Ca++, 

por lo cual se ha sugerido que una de las funciones fisiológicas del PTP 

consiste en la detoxificación de Ca++ en las células no programadas para morir 

(Crompton y Costi, 1990). En la mitocondria de levadura la apertura del YMUC 

también provoca la depleción del gradiente electroquímico, así como una salida 

de K+ y probablemente otros cationes. Ambos resultados sugieren un papel 

fisiológico general para los poros inespecíficos mitocondriales, que puede ser 

mantener el equilibrio de los cationes dentro de la mitocondria (Crompton y 

Costi, 1990). Sin embargo, el hecho de que la levadura tenga un proceso 

semejante a la apoptosis o no, es aún controvertido y el mantenimiento del 

equilibrio iónico puede ser  una función alternativa  de los canales inespecíficos 

mitocondriales (Manon y cols., 1998). 

En ausencia de Pi, condición donde el YMUC está abierto, y no hay 

potencial trasmembranal, se ha observado hinchamiento producido por K+ 

(Castrejón y cols., 1997; Manon y Guérin, 1997). Cuando se midió acumulación 

de 86Rb+ en ausencia de Pi, ésta no fue observada, aún habiendo detectado 

hinchamiento. Con los resultados observados, podemos proponer dos posibles 

explicaciones; se sabe que en  esas condiciones el YMUC está completamente 

abierto, lo cual probablemente permite una rápida permeación de moléculas a 

través de la membrana, dejando solamente proteínas en la matriz mitocondrial, 

las cuales generan el hinchamiento observado como resultado de la presión 

oncótica. Otra posibilidad es que el 86Rb+ sí provoque el hinchamiento 
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mitocondrial, pero durante el experimento en el proceso de filtración haya un 

intercambio con Rb+ no radioactivo, utilizado como medio de lavado, resultando 

en una salida del  86Rb+ a través del poro abierto. 

En presencia de 0.4 mM Pi se pierde parcialmente el potencial 

trasmembranal al agregar K+, sugiriendo que el YMUC es selectivo y regulado 

por la concentración de Pi. En esas condiciones, tanto el hinchamiento como la 

captación de Rb+ correlacionan. Al aumentar la concentración de Pi hasta 4mM, 

no se observó hinchamiento mitocondrial, mientras que la captación de 86Rb+ 

fue ligeramente menor que a 0.4 mM. Con 4mM Pi el YMUC está cerrado por lo 

tanto la captación de K+ se lleva acabo por un sistema diferente, el cual es 

mucho menos activo.  Esto sugiere que a 4mM Pi donde no se observa 

hinchamiento, probablemente  se deba a la activación del antiportador K+/H+ 

(Jung y cols., 1997).  

Por lo tanto, en la levadura la vía de reciclamiento de K+ es muy 

semejante al que ocurre en la mitocondria de mamíferos, pues ambas 

mantienen niveles similares de K+, que a su vez son menores a las que se 

encuentran en el citosol (Brierley y cols., 1994; Garlid, 1996). En mitocondrias 

de mamífero el K+ ingresa a la matriz a través de un mecanismo que se abre 

cuando disminuyen los niveles de ATP y es activado por el potencial 

trasmembranal (Beavis y col., 1993). Ya en la matriz, el K+ es  liberado al 

citoplasma a través del antiportador K+/H+ (Brierley y col., 1984, 1994). En la 

levadura el antiportador K+/H+ ya se ha descrito (Jung y cols., 1997; Villalobo y 

cols., 1981), mientras que el sistema de entrada que se describe en este 

trabajo funciona como un equivalente al descrito para las mitocondrias de 

mamíferos. Corroborando esta idea,  en  las condiciones donde el YMUC está 

cerrado, se observó aumento en la sensibilidad a Mg++ y Quinina, inhibidores de 

la captación de K+ en los mamíferos (Fig. 10). 

En nuestras condiciones experimentales, la velocidad de captación de 

86Rb++ fue lenta, por lo tanto no fue posible alcanzar un equilibrio antes de que 

el potencial trasmembranal se colapsara, aún en presencia de peróxido de 

hidrógeno. Por lo tanto, la adición del inhibidor del antiportador, el Zn++  sugirió 

que la captación de 86Rb++ está balanceada por una  salida activa del catión a 
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través del antiportador. Esto se demuestra al observar un aumento del la 

concentración de 86Rb++  en presencia de Zn++ (Fig. 11). 

En este trabajo se observó un sistema de captación de 86Rb+  en 

condiciones donde el poro inespecífico o YMUC está cerrado. Ese sistema es 

usado por la mitocondria para transportar K+ al aumentar el potencial 

trasmembranal. Sugerimos que, en condiciones de poro cerrado, el sistema de 

transporte de potasio de la mitocondria de levadura es muy parecido al sistema 

de transporte reportado en mamíferos. Es decir, un uniportador dependiente de 

energía se encarga de la captación y un antiportador saca al K+. Ambos 

sistemas son sensibles a los mismos inhibidores específicos.  
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VII. CONCLUSIONES. 

 

 Las mitocondrias de levadura poseen un uniportador para captar el potasio, 

y un antiportador (K+/H+) para sacar al catión. 

 

 La sensibilidad a diferentes inhibidores de estos transportadores es similar a 

la reportada en otros sistemas. La quinina y el Mg++ inhiben al uniportador; 

el Zn++ inhibe al antiportador 

 

 Estos sistemas de transporte están enmascarados en condiciones de poro 

abierto, y pueden observarse cuando el poro está cerrado. 
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VIII. PERSPECTIVAS. 

 

 Se han identificado dos transportadores mitocondriales a los que se 

debe caracterizar para comprender mejor la fisiología mitocondrial. 

 

 Debe estudiarse la interacción del poro de transición y los otros sistemas 

de transporte para comprender la función del primero. 
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