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TRANSPORTE MITOCONDRIAL DE CALCIO

Aungue el estudio sistemfdtico del transporte mitocon-
drial de calcio y su estequiometria no empezd sino hasta 1961,
va se hablan hecho varias importantes observaciones. Potter
(1) y Lehninger (2) sefialaron por primera vez que el calcio
(5 mM) ejercia un potente efecto descoplante sobre la fosfori-
lacidn oxidativa (F0) sin afectar, en forma significativa, la
oxidacidn de sustrato, tanto en homogenados como en mitocon-
drias de higado de rata®. Utilizando preﬁaraciones crudas de
mitocondrias de corazbn de rata, Slater y Cleland (3) obser-
varon que, en ausencia de fosfato inorginico, las mitocondrias
podian incorporar grandes cantidades de calcio del medio de
incubacidén (hasta 510 nmol/mg prot. mit.). Por otro lado,
Potter et al (4) reportaron que el calcio estimulaba el consu-
mo de oxigenc a un nivel mayor que el obtenido comunmente por
la adicibén de ADP y fosfato inorginico. La duracidn de esta
estimulacidn respiratoria (transicidén del estado 4 al estado 3)
era proporcional a la cantidad de calcio afiadido y se producian,
ademds, cambios ciclicos de oxidacidn-reduccidn de los piridin
nucledtidos y de otros componentes respiratorios de una manera
semejante a la que causaba la adicién de ADP y Pi (5). Por lo

tanto, los efectos del calecio sobre la mitocondria (inhibicidn

* Cuando' se hable de "mitocondria" me referiré a mitocondrias
de higado de rata; en caso contrario, se hard la indicacidn
pertinente.



de la FO y estimulacidn del consumo de 02), probablemente a
través de su transporte hacia el interior del organelo, pare-
cian estar intimamente relacionados a la actividad de la cade-

na respiratoria.

Acumulacidn Masiva de Calcio,

Los trabajos de Vasington y Murphy (6a, 6b) y DeLuca y
Engstrom (7) vinieron a confirmar que la entrada de calcio a
la mitocondria requeria del transporte de electrones. Ademis,
estos y otros investigadores establecieron las caracteristi-
cas principales de la llamada acumulacidn masiva de calcio
(ver tabla I}; (1). Las condiciones &ptimas de acumulacidn
(sustrato oxidable 6.7 mM, ATP 4 mM, Mg @ 10 mM y Pi 4 mM);
(2). Las cantidades de calcio que se llegaban a acumular bajo
estas condiciones eran de aproximadamente 2,300 nmol/mg; (3).
Especificidad para los nuclebtidos de adenina (ATP y, en menor
grado, ADP podian mantener la acumulacidn masiva); (4). Inhi-
bicidn por desacoplantes (DNP, dicumarol, gramidicina y FCCﬂ;
(5). El calcio desacoplaba FO e inhibia la respiracidn en un
50-60%, acorde con las primeras observaciones de Slater y
Cleland (3), en una concentracidn de 2-5 mM y (8) el calcio
acumulado estimulaba la sintesis de &cidos grasos endogenos
(los cuales son fuertes desacoplates de la FO) (6b, 8).

Los primeros cdlculos estequiométricos entre la acumula-
cidn de calcio y el transporte de electrones (9) revelaron

que la entrada de calcio se acompafiaba de una acumulacidn con-
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junta de Pi en una proporcidn Ca /Pi de 1.67 (ver tabla II).
Considerando que la proporcidn de calcio y fosfato también

es de 1.67 en la hidroxiapatita CaS(POH)S'Ca(OH} se sugirid

93
que el calcio se acumulaba en el interior de la mitocondria
con fosfato precipitindose como hidroxiapatita.

Otros valores reportados sobre la acumulacidén masiva de
calcio fueron Ca' /0 4.45 v ca**/sitio de conservacién de ener-
gia 1.48 (ver table ? ). Se descubrid también que la activi-
dad de ATPasa se veila estimulada aproximadamente 20 veces,
cuando se incubaban mitocondrias con CaClzumM. E1l transporte
de calcio en ausencia de sustrato oxidable podia ser sostenido
también por hidrélisis de ATP (9).

En mitocondrias de corazbn de bovino se confirmaron esen-
cialmente todas las observaciones sobre la acumulacidn masiva
de calcio (10), pero se demostrd que el ATP era necesario no
para la acumulacidn pei se, sino para mantener al calcio en el
interior por largo tiempo. La acumulacidn de ca*t y Pi iba
acompafiada de una liberacidn simulténea de H+, cuando era sos-
tenida por ATP o por sustrato. Se calculd, ademls, la relaciédn
H+/Ca++ con un valor de 0.55, con succinato como fuente de
energia y de 0.30 con ATP.

Utilizando técnicas de centrifugacibdn en gradiente de sa-
carosa y CsClz,microscopia electrdnica y difraccidn de rayos X

(11, 12), se demostrd que la acumulacidn masiva de calcio 4n

vitho era un evento progresivo y no un fendmeno de "todo a



nada". Igualmente se concluyd que la acumulacidn masiva esta-
ba estrechamente asociada con la formacidén de granulos elec-
trodensos en el interior de la mitocondria (ver fotografia) y
que el ATP era un factor indispensable en la estabilidad y
conservacidn de estos grénulos. Este efecto del ATP ya habia
sido observado por Slater y Cleland (3), en donde los efectos
destructivos de la entrada masiva de Ca++ eran contrarrestados
por la adicién de ATP. Se realizaron observaciones similares
en mitocondria de corazdén de bovino y en mitocondrias aisladas
de corazones de varios mamiferos que habian sido perfundidos

con altas concentraciones de CaCl2 (13, 14).

Acumulacidn Limitada de Calcio.

En los trabajos de Vasington y Murphy (6b), Rossi y Leh-
ninger (9) y Brirley et al (10), se utilizaron mitocondrias de
rifibn, corazdn y cerebro, incubadas con altas concentraciones
de CaCl2 (2-5 mM). Ya que las concentraciones intramitocon-
driales comunmente encontradas iban de 15 nmol/mg (3) hasta
60 nmol/mg (6b), habia la incbégnita de si la mitocondria tam-
bién era capaz de captar calcio, cuando éste se encontraba a
concentraciones mids bajas en el medio de incubacibn. Entre los
primeros investigadores que abordaron el problema estuvieron
los grupos de Brierley, Lehninger y Chance (ver Tabla I).

Al incubar con bajas concentraciones de CaCl, externo

2

- . 2 ++ 2t
(0.1-0.3 uM) se observd gque la acumulacién de Ca tambilén es-

i . P - ++ .
timulaba la respiracidn y este efecto no requeria de Mg @ Py



TABLA I. ACUMULACION DE CALCIO EN MITOCONDRIA.

Acumulacidn masiva Autor(es Acumulacién Limitada Mator(es)
1.- Las condicones Sptimas son: 6, 10 1.- Norequiere de Pi o ATP; solo de 10
Mett .
Pi 4mM, ATP 3mM, Mg** 10mM y B ol
sustrato 6-TmM, 2.~ La acumulacién m4xima es de aprox T
2.- La acumulacién mdxima es de . 100nmol/mg prot. mit.
aprox. 2,300 nmol/mg prot. mit, 3.= Es inhibida por desacoplantes e "
3.- Es inhibida por DNP, FCCP, di- ) inhibidores respiratorios.
cumarol y gramicidina 4.- No estimula la actividad de i
4.~ Desacopla totalmente ¥o e inhi- ) ATPasa sinc més bien la inhibe,
be en 50-60% la respiracidn. 5.~ La acumulacién puede ser soste-
&~ Betfnuls sotivides de AfBasa, nida por oxidacién de sustrato o
u hidrolisis de ATP, 10
6.~ La acumulacidn puede ser sos-
tenida por oxidacidn de sustrato B 153 o SHINGEH ca1012+y ADP si-
o por hidrolisis de ATP. 6, 18 multaneamente, el Ca ~ es acumula | 13, 14
. do antes de que ocurra la FO,
7.- La entrada de Ca * va acompafifi= %
da de una expulsién estequiometrit & zsacopla 1# BC pers no lakibe
de H'. 6, 10 el transporte de electrones. 15y 14
.~ N 1
8.- Estimula la formacidn de &cidos S~ No Zoxws: grenuips elestzodeuson !
grasos endogenos. 8 9.~ E1 Ca** no es acompafiado por Pi
9,- La entrada conjunta de catt y Pi ez ;usencia ue AEP‘ En mu prsenci
causa la formacidn de granulos e- 1 & . i js aiumula o 25 conldades
,llectrodensos en la matriz mitocon- hoes :qu e R e, ok 13
drial de aprox. 1,000 A de diametrd, = LB ESrelh e K meEe W G
mento de la cantidad de H en el
10.- Los granulos probablemente son medio de incubacidn 14
de hidroxiapatita. 9, 11
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Mitocondria con granulos electrodensos formados por la
acunulacidn conjunta de calecio y fosfato.

M significa matriz mitocondrial; MI es membrana interna;
ME membrana externa; C crestas mitocondriales; GE granulos

electrodensos.



en contraste a la acumulacidn masiva (15). La acumulacidn con
concentraciones relativamente bajas de calcio externo era igual-
mente sensible a varios desacoplantes (DNP, FCCP, gramicidina

y dicumarcl), a inhibidores respiratorics (CN , antimicina) si
la fuente de energia era sustrato oxidable y al inhibidor de

la ATPasa, oligomicina, si la hidrdlisis de ATP era la {nica
fuente de energia (10)}. Aunque estos primeros estudios sobre
la entrada de calcio apoyada por ATP (10, 14), se llevaron con
concentraciones de calcio relativamente bajas (1-3 mM), é&stas
seguian siendo altas, pues el control respiratoric desaparecia
(i14). Bielawski y Lehninger (17) utilizaron concentraciones
mucho mis bajas (80 nmol/mg), las cuales habian sido sugeridas
anteriormente (15) como las mds adecuadas para observar este-
quiocmetrias exactas entre el transporte de Ca++ vy el transpor-
te de electrones, en ausencia de Pi y ATP y en donde el con-
trol respiratorio no llegaba a desaparecer. En estas condicio-
nes se observd la misma respuesta para desacoplantes y oligomi-
cina, pero aurovertina no inhibid ni en presencia o ausencia de
antimicina. El atractilosido inhibia s&lc cuando era acompafia-
do de antimicina. La estequiometria ca**/0 con y sin Pi en el
medio fue la misma (ver Tabla 2 ).

La adicidn de un pulso de calcio (158 nmol/mg) a una sus-
pensidn de mitocondrias en estado 4, resultaba en un estadc de
alta fluorescencia de los nucledtidos de piridina (oxidacidn)
vy, un segundo pulso consecutivo, provocaba solo una ligera

respuesta de fluorescencia (16). Con estos datos Chance sugi-



rid que la reaccidn del calcio con la mitocondria, consistia

de dos eventos diferentes: uno inicial, donde el calcio entra-
ria a la mitocondria y, otro final, donde el calcio ejercia su
efecto desacoplante. Este Qltimo efecto observado por Chance
fue comprobado por Rossi y Lehninger (15). Ellcs habian nota-
do due laadicidn secuencial de 150 uM de calcio y luego de ADP+
Pi no alteraba el control respiratorioc ni desacoplaba la FO.
Pero, si afiadian simultdneamente calcio mids ADP, observaban

que la respiracidn era estimulada con una velocidad caracteris-
tica de la estimulacidn por calecio y luego habia una segunda
pendiente, la cual era caracterisitica de la F0O; es decir, el
calcio era acumulado antes de que pudiera realizarse la FO

(alin cuando el calcio afiadido era de 10 uM o menos y el ADP

100 veces mayor). También repitieron la importante observa-
cién original de Brierley et al (10) sobre la expulsidén de H+,
perc ahora en condiciones de acumulacidn limitada de calcio;

la adicidn de ADP causaba una disminucidn de la cantidad de H'
v la adicidn de ca'® incrementaba la cantidad de H' en el me-

dio de incubacidn (16).

Superestequiometria.

De los trabajos de Rossi y Lehninger (3) y Chance (16)
se habla llegado a la conclusidn de que la estequiometria
ca**/0 era de 4.0 a 5.0 (ver Tabla 2 ) o de aproximadamente
1.7-2.0 para Ca++/sitio, bajo eciertas condiciones: sustrato

oxidable 5-10 mM, 80 mM NaCl o KC1, MgCl2 10 mM, fosfato 4.0 mM,



30°C y pH 7.5, pero cuandco la concentracibén de NaCl o KC1l se
aumentaba a un valor de 240 mM o mds o cuando el pH se eleva-
ba de 7.0 a un valor de 8.0 y se incubaban las mitocondrias en
ausencia de Pi, las relaciones ca**/0 v Ca++/sitio se incremen-
taban a valores de 8-10 v de 4-6, respectivamente. Esta con-
dicidén llamada superestequiometria (SE) se analizd originalmente
por Carafoli et al (18). Al anadir fosfato o acetato al medio
de incubacién, no se presentaba dicha superestequiometria bajo
ningiin cambio en la fuerza ibénica o el pH, lo cual explicaba

el hecho de que no se alterard la tasa H+/Ca$+ de su valor de
1.0 (y por tanto, no se vela SE), cuando la entrada de calcio
era sostenida por la hidrdlisis de ATP bajo estas particulares
condiciones de superestequiometria. EI1 aumento en los valores
de ca't/o y Ca++/sitio era un reflejo de la reduccidn en el in-
tervalo de activacidn de la respiracidn después de la adicidn
de calcio. Ademds, las condiciones que producian la SE no fa-
vorecia la absorcidn inespecifica de calcio a la mitocondria y
no se debia el fenbmeno a cambios en la osmolaridad del medio
(sustitucidn de la sal por sacarosa). Las condiciones que pro-
ducian la SE también producian un estado inhibido de la respi-
racibn luego de la primera adicidn de calcio, pues una segunda
o tercera adicidn consecutiva de calcio ya no producia los cam-
bios ciclicos reportados por Rossi y Lehninger (15). El estado
inhibido no estaba ascciado con un dafio en el mecanismo de la
FO o del transporte de electrones (19). Estos autores sugirie-

ron que el estado inhibido de la respiracidn en las condiciones
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Tabla 2. Estequiometrias Calculadas para el Transporte de Calcio
¥+, .. _— e : ”
Ca /sitio Técnica ) Condiciones Experimentales Referencia
i e Rossi y Lehninger (9)
7 ) Consumo de oxigeno Acumulacidn masiva Rossi y Lehninger (15)

Entrada de %95Cat+
Electrodo de vidrio

Acumulacidn masiva Vercesi et al (59)
T+
Ca [/H
1) Electrodo de vidrio Acumulacidn masiva Chance (16)
Consumo de oxigeno pero sin ATP Bielawski y Lehninger (17)
y colorimétrica con Rossi et al (27
azul de brométimol
.. 7 Igual sin fosfato Chance (15)
2.0 " Acumulacidn masiva
sin ATP Vercesi et al (59)
T+
Ca /0
He5 ver arriba ( pigmos autores) Ver arriba
) (con succinato) Rossi y Lehninger (9)

5 B u Chance (16)
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4.0 1 . Vercesi et al (59)
Nat/catt
3 Electrodo de Calcio
Electrodo de Sodio Acumulacidn Crompton et al (61)
limitada
ca*t/pi
1.9 Rossi y Lehninger (9)
++ " : y .
1:% Entrada de usCa Acumulacidn Bielawski y Lehninger (17)
colorimétrica, limitada

Fosfato libre
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de SE era semejante al estado 6 mitocondrial descrito por Chan-
ce (168), a pesar de que las condiciones de incubacidn hallan
sido diferentes. También se ha propuesto que la SE puede de-
berse al eflujo continuo de calcio y no a que la relacibn cat?s

0 no sea estequiométrica (20).

El Transporte Mitocondrial de Calcio es por Medio de un Acarreador..,.

Los primeros ocho afios de investigacidn sobre el transpor-
te de calcio, a partir de los trabajos fundamentales de Vasing-
ton y Murphy (6a, 6b) y DelLuca y Engstrom (7), lograron una ca-
racterizacidn mds o menos completa a las propiedades del siste-
ma de transporte, principalmente del influjo y en mitocondrias
de higado de rata. Y a pesar de que ya Chance (1u4) habia pro-
puesto un mecanismo sobre la reaccidn del caleio con la mito-
condria, no se habian realizado trabajos que se abocaran al
estudio directo de los componentes y del mecanismo del trans-
porte de calcio.

En 1969, Reynafarje y Lehninger (21) reportaron la exis-
tencia de dos clases de sitios membranales de enlazamiento
de calcio, independientes del metabolismo. Utilizando una gré-
fica de Scatchard, encuentran que un tipo de sitios son de baja
afinidad, con una concentracidn de 400 nmol/mg y una constante

de disociacibn K, de 100 yM y el otro tipo de sitios de alt -

d
afinidad, con una concentracidén de 1.2 nmol/mg y una Kd de
0.025 uM. Descubren que el niimerc de sitios de baja afinidad

aumenta con el pH, de aproximadamente 30 nmol/mg a pH 6.7 a

cerca de 50 nmol/mg a pH 9.0; la afinidad de estos sitios tam-
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bién aumenta unas tres veces en este rango de pH.

La unidn del calcio a los sitios de alta afinidad es inhibida
por dicumarol, DNP y FCCP, y no es afectada por antimicina,ro-
tenona, KCN, aurovertina, oligomicina y valinomicina. Los catic
nes Zn++, Sr++, Mn++, v Hg++ también inhiben el enlazamiento
del calcio a los sitios de alta afinidad; Mg++ v it no afectan
esta unidn. Los sitios de baja afinidad, por lo tanto, muy bien
pudieran ser los fosfolipidos y proteinas de la membrana y los
sitios de alta afinidad ser identificados como acarreadores espe
cificos de calecio inmersos en la membrana interna mitocondrial.
Esta sugerencia ya habia sido planteada por Mela (22). Esta in-
vestigadora observa que el idn lantano en una concentracidn de
0.08 nmol/mg prot. mit., inhibe totalmente la entrada de calcio
dependiente de energia. Estas cantidades tan bajas de La3+ suge
rian la participacidén de un acameador especifico de calcio.
Scarpa v Azzone (23) reportaron,sobre esto mismo,que el efecto
inhibitorio del La3+ sobre el enlazamiento del calcio, no cambia
ba cuando la mitocondria era depletada de fosfolipidos por trata
njento con acetona. Sin embargo, la existencia de los sitios de
alta afinidad fue cuestionada poco después por Ackerman =t a1 (%4)
pues,al aumentar la concentracidn de antimicina mis alld del ran
go utilizado por Reynafarje y Lehninger, observan la desaparicidn
gradval de dichos sitios. MAs alin, previendo que las elevadas con
centraciones de antimicina produjeran un =2fecto desacoplante no

deseado. utilizan N-oxo-2-heptil-t-hidroxiquinoleina
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HOQNO, cuyo efecto es igual al de antimicina, pero sin produ-
cir efectos desacoplantes a elevadas concentraciones. Con
este inhibidor también observan la desaparicidn de los sitios
de alta afinidad. Al preincubar las mitocondrias por mas de
un minuto, que es el tiempo general empleado (21, 28, 30-33),
encuentran nuevamente la desapariciédn gradual de los sitics de
alta afinidad; igual sucede al afnadir el ionoforo de cationes
X537A. Ademds, a la fecha, tampoco ha quedado claro en qué
superficie de la membrana interna se une el calcio: si en la
cara externa en la interna o en ambas.

De cualquier forma, existen otras evidencias que apoyan
fuertemente la presencia de un acarreador:
a) el descubrimiento de que el colorante para mucopolisacari-
dos reojo de rutenio Ru(NHa)HOHCIQ,inhibe especificamente y por
completo el transporte de calcio sostenido tanto por oxidacidn
de sustrato, como por hidrdlisis de ATP en una concentracidn
de 5 nmol/mg (25, 26) e impide el enlazamiento de calcio a los
sitios de alta (87%) y baja afinidad (60%). Moore(25) y Rossi
et al (27) propusieron que el acarreador hipotético deberia
ser una glicoproteina, en cuyo centro activo contendria muco-
polisacaridos y donde habria una competencia entre el calcio y
el RR. (rojo de ruteniols
b) las mitocondrias de varios organismos que mostraron las pro-
piedades generales de acumulacidn masiva y limitada de calcio

(ver Tabla I) también presentaban sitios de alta afinidad inde-
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pendientes del metabolismo, excepto en levadura,musculo del ala de la
mosca y en la mayoria de las plantas superiores (28, 29).

e) la purificacidn de algunas proteinas mitocondriales que

presentan varias de las propiedades del transporte de calcio.

Una glicopreteina de mids de 150 kdaltones de peso molecular con
sitios de enlazamiento de calcio de alta y baja afinidad, que

son inhibidos por La3+ y RR pero no por DNP e inhibidores res-
piratorios. La concentracién de los sitios de alta afinidad

de esta proteina era de 1.47 a 48-70 nmol/mg y tenia una K, de

d
0.7-4,0 uM; mientras que la concentracidn de los sitios de baja
afinidad fue de 133 a 900 nmol/mg y la Kd de 690 uM (30, 31).

Una glicoproteina de 47 K conteniendo 72 nmol/mg vy K, de 0.1 M

d

para los sitios de alta afinidad y 600 nmol/mg y K., de 10 uM

d
para los sitios de baja afinidad, con la misma sensibilidad a
L33+ y RR (32). Ambas glicoproteinas representaban el 0.5-1.0%
del contenido total de proteinas mitocondriales. M&as reciente-
mente, se ha aislado una proteinade 3 K de mitocondrias de co-
razdn de borrego llamada calciforina (33). Esta proteina tiene
s8lo una base de sitios de enlazamiento de calcio con una Kd

de 5.2 uM y una relacidn de 1 mel de Ca++ unido por mol de cal-
ciforina. Ensayando la capacidad de la calciforina de remover
iones isotépicos de una fase acuosa a otra también acuosa a
través de una fase de solvente orgdnico (la cual es inhibida por

I..a3+

y RR), Shamoo et al (33) han proporcionado evidencia de
que la calciforina puede ser efectivamente un acarreador espe-

cifico de calcio.
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d) las velocidades iniciales de la entrada de calcio medidas
espectrofotométricamente con murexida, exhiben un comportamien-
to cinético caracteristico de una molécula transportadora (34):
(i) sigmoidicidad, indicadora de cooperatividad en el trans-
porte, (ii) saturabilidad, con una Vmax de 8-13 nmol Ca trans-
locado/mg seg, (iii) una afinidad relativamente alta de 60 *

10 uM, que descarta la posibilidad de unibn inespecifica y (iv)
1.63 "sitios de aceién" calculados por grifica de Hill.

.+... v es un Proceso Electrogénico Dependiente de Energia.

La hipbdtesis quimiosmbtica establece que una condicibn
esencial en la fosforilacién oxidativa es la generacibn de un
gradiente electroquimico de protones a través de la‘membrana in-
terna mitocondrial (35, 36). Los experimentos de Jagendorf y
Uribe (37), Mitchell y Moyle (38, 39) y Skulachev y su grupo
(40, 41) aportaron evidencias decisivas para la validacidn de
esta hipbtesis, y todos ellos indicaban el requerimiento de un
gradiente electroquimico en forma de una diferencia de potencial
o de una diferencia de pH a través de la membrana.

En las secciones anteriores de esta tesis se ha menciona-
do que el calcio sblo puede penetrar a la mitocondria y acumu-
larse cuando existe la oxidacidn de algln sustrato o la hidrdli-
sis de ATP. Estas dos condiciones han sido interpretadas a la
luz de la hipbtesis quimiosmotica como las responsables de gene-
rar un gradiente de protones (42). De esta forma, se habia con-
cluido que la entrada de calcic a la mitocondria era un proceso

dependiente de energia, pero la naturaleza de esta entrada, en
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cuanto a si era un proceso de intercambio con protones o con
algln otro catidn intramitocondrial o si era un proceso uni-
direccional, seguia siendo una incégnita.

Los experimentos de Scarpa y Azzone (23), Selwyn et al
(43) y Rottenberg y Scarpa (4b4) arrojaron algunos datos sobre
la naturaleza electrogénica o electroneutra de la entrada de
calcio y su dependencia de energia. Esos datos son los si-
guientes: el calcio penetra en mitocondrias desenergizadas
cuando se afiade valinomicina y no penetra cuando la concentra-
cién de potasio externo es de 13 mM (23). La proposicidn in-
mediata fue la de un intercambio Ca/K dadas las semejanzas en
las ‘caracteristicas cinéticas del influjo de calecio y el efluijo
de potasio. Cuando se midid el hinchamiento producido, en mi-
tocondrias desenergizadas, por la entrada de acetato y tiociana-
to de calecio, comparado con el reducido efecto del cloruroc de
calcio, se concluyd que el calcio entraba a la mitocondria sélo
hasta que se formaba un gradiente electroquimico y que las Gni-
cas posibilidades para la entrada de caleio eran un uniport
electrofenico o en intercambio con un i (HB)*.

No sblo la entrada de calcio estid gobernada por la genera-
cibn de una diferencia de potencial transmembranal (E), sino
también la permanencia del ion en el interior de la mitocondria,
* F1 acetato y el tiocianato son permeables y el Cl™ impermeable,
El acetato difunde 3 través de la membrana como acético libe-
rando el protén en la matriz, mids alcalina, ¥y brecipitandose
como sal de calciomiemtras que el protdn neutraliza un hidroxi-
do resultando en la generacidn de un gradiente electroquimico

conforme va penetrando el acético. El tiocianito es permeable
como .anibn-.
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La adicidn de FCCP, CCCP o DNP induce una rdpida liberacidn del
calcio internc. Lo mismo ocurre con la adicidn de valinomicina
mis 50 mM de KC1 (43, 44).

Ya que el calcio penetra bajo distintas condiciones experi-
mentales gue involucran necesariamente el movimiento paralelo
de potasio, podria concluirse que el calcio entra por un uniport
electrogénico. Medidas de la estequiometria del transporte de
calcio demuestran que el calecio se acumula en un flujo de carga
no compensado (ver tabla 2 ). Utilizando una combinacidn de
variacién del Ca'' externo y de CCCP afiadido, Crompton y Heid
(45), logran mantener constante el calcio interno y mediante
la relacibn:

(Rb+) int

+4
= + log (Ca )
(Rb ) ext

+4
log (ca ) = - z log

ext int

calcularon una transferencia de carga neta de 2.

Transporte de Calcioc en Mitocondrias de Corazbn.

El estudio de las funciones y mecanismos de la mitocon-
dria se ha realizado comunmente en aquellas extraidas de la
viscera mayor del cuerpo, el higado, simplemente por su ele-
vado contenido en mitocondrias (30-35% del contenido total de
proteina o 8.7 x 1010 mitocondrias por gramo de tejido fresco
o aproximadamente 50 mg/gr de tejido seco) (46-48), alto rendi-
miento y facilidad de obtencidén. En principio, no habria ra-

zbn para analizar las mitocondrias de otros tejidos, sino sola-
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mente con fines. comparativos y menos afin se justificaria utili-
zar mitocondrias de corazdn como las preparaciones experimenta-
les cotidianas, si en los pocos estudios en que se habian em-
pleado, presentaban las mismas caracteristicas funcionales que
las mitocondrias de higado (10, 13, 16, 28, 58) (ver adelante).
Algunas observaciones aisladas de tipo morfoldgico ya
habian indicado que la situacidn en corazbdn era diferente a la
de miisculo esquelético en cuanto a la cantidad de reticulo sar-
copldsmico y de mitocondrias; el reticulo sarcopldsmico cardia-
co era relativamente escas& y cubria pobremente a las miofibri-
llas (49), el volumen ocupado por las mitocondrias era de aproxi-
madamente 32% del volumen total del organo y habia aproximada-

nente 60 % 1010

mitocondrias por cc de tejideo (50), la cantidad
de mitocondrias en corazbn de rata, medida por el contenido y la
actividad de citocromo oxidasa, es de aproximadamente 80 mg/gr
de tejido seco (51). Por otro lado, cilertas evidencias de ti-
po farmacoldgico, sefialan mis directamente a la mitocondria co-
mo el organelo encargado de regular la actividad cardiaca. Los
experimentos clisicos de Webb (52) sobre los efectos de inhibi-
dores metabblicos y sustratos en corazdén de conejo y los mis
modernos de Horn et al (53, 54) indican que el musculo cardia-
co pierde su habilidad para contraerse y para responder a dro-
gas cardiacas, cuando el metabolismo mitocondrial est& inhibido
y las reservas de ATP eran reducidas,

Uno y otro enfoque llevaron a Carafoli y colaboradores (55,
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56) y a Haugaard et al (57) a proponer que la participacidn de
la mitocondria en la contractilidad cardiaca estaba relaciona-
da no tanto a su habilidad para formar ATP, sino en su capacidad
de acumular y liberar iones, particularmente calcio.

Por lo tanto, faltaba determinar las caracteristicas y
mecanismos de la salida de calcio, pues al parecer, la entrada
estaba mas o menos comprendida. El primer estudio sistemdtico
sobre la liberacidn de calcio en mitocondrias de corazdn (56)
reveld que el sodio afiadido afin en muy bajas concentraciones
(2-5 mM) era capaz de inducir una salida neta del caleio acumu-
lado previamente, en presencia de RR. De los restantes cationes
alcalinos sbdlo el litio exhibia un efecto semejante G*). Las
mitocondrias de higado no eran suceptibles a la accidn del sodio;
el magnesio (5 mM) sdlo era inhibidor del influjo de calcio en
mitocondrias de corazdn (ver Tabla 3 ). Estas eran las prime-
ras diferencias interesante encontradas entre las mitocondrias
de dos organos, pues, como ya se menciond, ambas preparaciones
presentan las mismas propiedades de acumulacidén masiva y forma-
cidén de grénulos electrodensos (10, 13), de estimulacidn respira-
toria por adicidn de calcio (16, 59), de suceptibilidad de inhi-
bidores y desacoplantes, de presencia de sitios de alta afinidad
independientes del metabolismo (28), de superestequiometria y
de preferencia por la acumulacidn de calcio a la fosforilacidn
de ADP 59). Pronto se reportaron otras diferencias: el calcio

penetraba mds pipidamente en mitocondrias de higado pero era

® ina explicacién d= la aparente al%s especificidad de 1lo:z sistema
~os element

de transporte basada en las propiedadzs periddicas de
fue propuesta por Carafeli y Crompton { 56 ).
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mds inestable; habia mayor nimerc de sitios de alta afinidad
en mitocondria de corazbn, pero la Kd era un orden de magnitud
mayor (60) (ver Tabla 3 ).

Durante los Gltimos afios Carafoli, Crompton y col. han
presentado una serie de evidencias que sugieren fuertemente la
existencia de dos sistemas de transporte de calcio en mitocon-
drias de corazdn y de otros tejidos:

1. E1 eflujo de calcio inducido por sodio es insensible
a RR (6 ).

2. No hay movimientos netos de H+durante la liberacién
de calcio inducida por sodic (61).

3. El eflujo de calcio es por un intercambio con el so-
dio afiadido con una estequiometrfade 3Na'/1ca’’ (61).

L. En ausencia de sodio, se observa un recambio entre
Ca++ interno=Ca’ ' externo, si se inhibe: la entrada con RR,
con una estequiometria de 1:1 (62). .

5. Este recambio Ca''- ca’' es inhibido a un 50% por la
adicibn de sodic 12 mM. E1l eflujo de calcio producido por so-
dio decrece con el aﬁmento en la concentracidn externa de cal-
cio en el medio de incubacidn (62).

6. Graficando por Eadie-Scatchard (v/s vg v) la velocidad
de entrada de calcio a diferentes concentraciones de calcio, se
obtienen dos sistemas cinéticamente diferentes cuando se incu-
ba con KC1: uno, con una baja Vmax (antiport) y otro, que mues-
tra cooperatividad y elevada Vmax (uniport). En este caso, en

3 5 2 - , . " ++
ausencia de sodio, el antiport catalizaria el intercambio Ca -
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ca*t (83).

7. La salida de calcio inducida por sodic es menos sen-
sible que la acumulacidn a la inhibicidn por lantanidos. La
inhibicidn de la salida es mayor conforme aumente el radio 1i6-
nico del lantanido; para la entrada, la inhibicién aumenta con
la disminucidn del radio idnico (6L4).

Este mismo grupo de investigadores ha desarrollade la idea
de que, en mitocondrias de corazdn, cerebro, corteza suprarre-
nal, glandula pardtida y miisculo liso, el sistema de transporte
de calcioc esta asociado a un reciclaje de cationes a través de
la membrana interna. Las hipbtesis que han sido comprobadas a
la fecha sobre el modelo del reciclaje (esquema I) se mencionan
a continuacidn:

1. Ya que el influjo de calcio estd conectado con 1la
utilizacién de energia, el reciclaje de calcio a través de la
membrana interna conduciria a un desacoplamiento, pues como
se menciond arriba, en corazdn también las mitocondrias pre-
fieren acumular calcio a fosforilar ADP. Esta premisa ha sido
demostrada en mitocondrias de corazdn, corteza suprarrenal y
cerebro, pero no se observd en gldndula pardtida y mlsculo es-
quelético. El experimento es el siguiente: se mide la estimu-
lacidn respiratoria producida por calcio en ausencia de sodio;
al afiadir el sodio, luego de que la mitocondria ha acumulado
todo el calcio, no se observa el regreso al estado U4, sino una

estimulacidén infinita (61, B65).
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2. El eflujo de calcio provocaria la acumulacién de sodio, pero
este, a su vez, se intercambiaria con H externo, trayendo como consecuen-
cia, el eflujo de H+ y aumento del pH externo o bien , eflujo de H+ y dis-
minucién del pH externo, si opera en forma reversible, el antiport H -Na'@

(65-67).
ESQUEMA L

D C B A
v '

Citosol HY—Na —>Ca'" H

l I : :
H

Matriz + J ++ N -_
LN &
Mitocondrial " of

Reciclaje de cationes en Mitocondrias de Corazdn, Cerebro, Cor-

teza Suprarrenal y posiblemente musculo esquelético y Glandula

Parbtida. A.-Generacifn de potencial transmembranal por la ca-

dena respiratoria. B.-Influjo electroforético de calcio. C.-In-

tercambio sodio-calcio. D.-Intercambio sodio-proton. De Crompton

et al (B5).

. . ; +, 4+

Algunas otras propiedades interesantes del antiport Na /Ca  son las
siguientes: la Vmax del sistema es de 14%.3 nmol/mg min graficando 1/v vs
1/(Na)3. Otros valores son 10 nmol/mg min con una concentracidn externa
de sodio de 10 mM y de 13 nmol/mg min con 20 mM de sodio externo (61). La
liberacifn de caleio a través de este antiport es de 5.6 nmol/mg con 22 mM
de scdio externo en mitocondrias desenergizadas, que comparada con la libe-
racién en mitocondrias energizadas (15.2 nmol/mg min) indica una aparente

dependencia de voltaje del eflujo de calecio (61). E1 K (60 mM) estimula el

intercambio cerca de 3 veces (58).
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El Transporte de Calcio en Mitocondrias de Corazdn y la Actividad
de ATPasa.

Recientemente, G&mez-Puyou et al (69-71) propusiercn que la ATPasa
mitocondrial tenia transiciones de un estado inactivo a uno activo o vice-
versa, que eran reguladas por varios factores:

1. El potencial transmembranal. Mitocondrias enteras o particulas
submitocondriales incubadas previamente con sustrato oxidable, exhibian una
elevada actividad de hidrdlisis y de sintesis de ATP, comparada con la ac-
tividad mostrada por mitocondrias preincubadas con inhibidores respiratorios
© desacoplantes.

2. El pH. La adieibn de nigericina o valinomicina no abatia por com-
pleto la actividad de la ATPasa estimulada por potencial; sélo cuando se
afiadian ambos iondforos habia una inhibicién total de la actividad de 1la
ATPasa.

3. La composicién de adenin-nucleftidos. E1 aumento en la cantidad
de ATP externo inhibia progresivamente la actividad de ATPasa estimulada
por preincubacidn con sustrato oxidable (estado activo).

4. La cantidad de calcio intramitocondrial o acumulado.
Si se permitia la acumulacidn previa de calcio, se observaba
una inhibicién de la actividad de ATPasa estimulada por poten-
cial.

5. El inhibidor de la ATPasa. Al afiadirlo a la mezcla
22 incubacidn habia una inhibiecién marcada de la actividad de
la ATPasa (hidrdlisis y sintesis).

Estos investigadores postularon que la energizacidn de
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la mitocondria producia el desprendimiento del inhibidor de
la ATPasa y que cualquier factor que aboliera la diferencia
de potencial produciria de nuevo la unidn del inhibidor a la
enzima (estado inactivo). Se supuso que la acumulacidn de
calcio promovia el enlazamiento del inhibidor y, por ende, la
transicidn del estado activo al inactivo.

Es muy posible que el papel de la mitocondria en el ciclo
de contracecidn-relajacidn del miisculo cardiaco sea a través de
regular la concentracidn de calcio en sarcoplasma y, en menor
proporcidn, a través de suministrar suficiente carga energética
en el momento adecuado. El primer punto, parece razonablemen-
te probable, pues se ha establecido la existencia de dos siste-
mas de transporte de calcio: uno, para influjo y, otro, para
eflujo, Para el segundo problema, se requeria de que la ATP-
asa se encontrard en estado activo, lo cual implica que el cal-
cio acumilado deba ser liberado.

Si bien es cierto que la acumulacidn de calcio puede ser
mantenida por oxidacidn de sustrato o por hidrdlisis de ATP
(y al parecer también el intercambio Na+/Ca++), se ha preferido
utilizar el primer proceso. En el presente trabajo, se ha em-
pleado el sistema de hidrdlisis de ATP para estudiar el transpor-
te de calcio en mitocondrias de corazdén de rata, pues se pre-
tende establecer interrelaciones con la actividad de ATPasa,
al mismo tiempo que se desea caracterizar el transporte de cal-
cio bajo estas condiciones experimentales de hidrélisis de ATP.

Un trabajo semejante se ha realizado pero para la acumulacidn
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masiva de calcio en mitocondrias de higade (17). A pesar de
que el eflujo de caleio inducido por sodio sélo es aparente
cuando se ha afiadido RR (56, 61), este sistema ofrece la ven-
taja de que el intercambio sodio-calcio es aceptablemente vi-

sible en ausencia del inhibidor del influjo.
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MATERIAL Y METODOS.

Los reactivos tris-ATP, tris-succinato, tris-fosfato se ob-
tuvieron de Sigma Chemical Co. El L'SCaClz utilizado fue obtenido
de New England Nuclear. El Nagarse se adquirid de Enzyme Deve-
lopment Co. Todos los demds reactivos fueron de grado analitico.

Obtencidn de mitocondrias de corazdn de rata. El método

utilizado para la extraccidn de mitocondrias de corazbn fue el
descrito por Vercesi et al (59). Este método tiene la ventaja
sobre la técnica original (Tyler y Gonze 1967, Methods in Enzymol-
ogy Vol. X pp 75) de que la proteasa(Nagarse) se incuba con el tejido com-
p leto antes de la homogenizacién sin exponer a las mitocondrias liberadas a
su aceidn, como ocurria cuando 1a enzima se afiadia durante la homo-
genizacidn. Esta modificacibén produce preparaciones mitocondriales
que acumulan eficientemente calcic y exhiben una preferencia por

el transporte del idn que por fosforilar ADP, al afiadir ambos en
concentraciones que exceden las Kms de cada uno. Este resultado
sugiere que las supuestas diferencias funcionales encontradas por
Jacobus et al (60) entre mitocondrias de corazén y de higado bien
pudieron ser un artefacto del método de extraccidn. (Ver Tabla IIT
de la Introduceidn).

Medicidn del Transporte de Calcio (26, 56, 60). Las mitocon-

drias se incuban en un medio de reaccibn estandar y a determinados
intervalos de tiempo se toman alicuotas de 50-100 pl y se filtran

inmediatamente a través de filtros Millipore (dif@metro del poro
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0.45 um) con una duracidn no mayor de 4-6 segundos. Los filtros

se lavan rApidamente con una solucibn de sacarosa fria 250 mM y
cuando se han secado completamente, se procede a cuantificar el
calcio radiactivo en un contador de cuntelleo liquido (Chicago
Nuclear), utilizando como liquido centelleante Aquasol (New En-
gland Nuclear) o Instagel (Packard Instrument Co). Cada experi-
mento fue estandarizado al determinar la actividad total del I45Ca.++

presente en una muestra de 100 pl de medio de reaccidn total.

Actividad de ATPasa Mitocondrial. La actividad de ATPasa

se midid por la aparicidn de fosfato libre en el medio, después
de un periodo de incubacidn de 3 minutos, en un medio de "expre-
sibén de ATPasa" consistente de tris-ATP 3 mM pH 7.4 y FCCP 1 uM,
en un volumen final de 1 ml, con agitacidn constante a 30°C. La
reaccidn se detenia con la adicibn de 0.2 ml de TCA 30%.

El medio de incubacidn estdndar consistid de: sacarosa
250 mM, buffer tris-HC1 pH 7.4 10 mM, tris-succinato 5 mM pH 7.4
o tris-ATP 3 mM pH 7.4 o ambos, segln el experimento y rotenona
4 uyg/mg proteina mitocondrial. Donde se indica, se afiadid rojo
de rutenio 2 ng/mg de proteina mitocondrial y NaCl en diferentes
concentraciones. Todas las soluciones se prepararon con agua bi-
destilada o aleohol etilico absoluto, segilin el caso. Algunas so-
luciones se trataron previamente con chelex dcido y arsenazo para
eliminar las impurezas de sales de calcio, como fueron sacarosa
250 mM y tris-HC1l 10 mM, que eran las que proporcionaban el mayor

volumen al medio de incubacidn,



Control respiratorie.- Algunas veces, inmediatamente des-

pués de la extraccidn de las mitoccndrias y después de 7
horas, se midieron los consumos de oxigeno de las preparaciones
mitocondriales utilizadas. Fl medio de incubacidn para determi-
nar el control respiratorio fue el siguiente: sacarosa 50 mM,
tris-HC1 pH 7.3 12.5 mM, tris-fosfato 5 mM pH 7.3, KCL 50 mM,
glutamato 5 mM pH 7.3, y malatoc 5 mM pH 7.3, en un volumen final
de 3 ml, en un vaso adaptado especialmente a un electrodo de
oxigeno (YSI-53), a 30°C.

El fosfato libre se determind por el método de Sumner
(1944, Science 100, 412).

La concentracidén de proteina mitocondrial se determind con

el método de Biuret, afiadiendo desoxicolato de sodio 0.07%.
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RESULTADOS

El método modificado de Nagarse (59) utilizado en este tra-

Lajo proporciond controles respiratorios en un rango de 3.0-5.0,
come ya habla sido reportado con anterioridad (59, 60). La pro-
duccidn de proteina mitocondrial con este método fue de 3.8-7 mg/
corazén de rata de 200 a 250 grs. Las mitocondrias extraidas con
este método podian permanecer hasta 4 horas en hielo sin que
hubiera cambios significativos en la magnitud del calcio acumula-
do o medificaciones en los valores de control respiratorio hasta

por 7 horas (no se midieron intervalos de tiempo mis largos).

Eflujo de Calcio Mitocondrial Inducido por Sodio

El transporte de calcio en mitocondrias de corazbn fue es-
tudiado por primera vez por Brieley et al (10) bajo condiciones
de acumulacibén masiva.

Belawsky y Lehninger (17} estudiaron el transporte de cal-
cio a bajas concentraciones en un proceso dependiente Gnicamente
de hidrélisis de ATP y Carafoli et al(56) observaron en mitocondrias
de corazdén de rata, la liberacidn de calecio mitocondrial induci-
do por la adicibn de sodio al medio de incubacidn. E1 estudio
del eflujo de calecio inducido por sodio® en un proceso dependiente
de la hidrdlisis de ATP,arrojaria datos que pudieran relacionar

la actividad de la ATPasa mitocondrial con el transporte de calcio

*A pesar de afadir una cantidad de rotenona apreciable (4 mg/mg por la contri-
bucidn de sustratos endogeneos y de ATP a la entrada de calcio 1llegaba a ser
significativa: cuando se incubaba con 40 mmol/mg o 100 nmol/mg, habia un 15-25%
de la acmulacién obtenida cuando se afiadia succinato 5 mM después de 3 min;

a los 5-6 min era de 8-12% (datos no graficados)



y la accidn del sodio y daria evidencia sobre la posibilidad de
que la mitocondria tuviera alglin papel en la regulacidn de la
actividad muscular cardiaca.

Como fue establecido por algunos investigadores (10, 15)
la entrada de calcio a la mitocondria podia ser sostenida por
oxidacidn de sustrato o por hidrdlisis de ATP. En nuestro sis-
tema experimental se han comprobado estas dos condiciones. En
la figura 1 se observa que la acumulacidén de calcio (medida por
retencidn de calcio radiocactivo luego de filtracién del medio de
reaccidn en millipore 0.45 un didmetro) puede ser sostenida por
oxidacidn de succinato y, en la figura 2, por hidrdlisis de ATP,
por al menos 6 minutos.

Como puede también notarse de la Fig. 1, el eflujo de cal-
cio inducido por sodio llega a niveles de aproximadamente 1.0
nmol/mg de proteina mitocondrial cuando se utiliza el rojo de
rutenio, que es un inhibidor de la entrada de calcio pero no de
la salida (25-27). Si no se adiciona rojo de rutenio, todavia
se observa una salida neta de calcio inducida por sodio. Es
decir, alin sin cerrar la via de entrada y permitiendo con esto,
que exista un reciclaje de ecationes (61, 65), el sodio es capaz
de inducir una liberacibn neta de calcio.

Este efecto del sodio sobre el transporte de calcio también
puede apreciarse a mayores concentraciones de calcio externo y
en donde la acumulacidn es mantenida sblo por la hidrdlisis de

ATP. La Fig. 2 muestra que el calcio se acumula y alcanza un
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Fig. 1. Efecto del Sodic scbre el Transporte de Calcio Dependiente del
Transporte de Electrones en Mitocondria de Corazdn de Rata. E1 medio
de incubacibén fue el siguilente: sacarcsa 250 mM, buffer Tris-Cl 10 mM
pH 7.4, Tris-succinato 5 mM pH 7.4, rotenona Upg/mg de prot. mit. en

un volumen final de 1 ml con agitacién constante. El transporte de cal-
cio se midid por la cantidad de radiactividad que permanecia en las mi-
tocondrias luego de filtracidén de una alicucta de 100 pl por millipore
0.45 y. Al nimero 3 de incubacién se afiadié 100 mM de NaCl ¢ rojo de
rutenio 2 ng/mg prot. mas 100 mM NaCl. Donde dice control se afiadid al
min 3 un volumen igual al del NaCl pero de medio de incubacién sin Catt
o de sacarcsa fria. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos.
La actividad especifica del 45Ca*t en cada exp, era de aprox. 1uC v la
cantidad de proteina mitocendrial empleada fue de Img/ml de medio de inc,



maximo aproximado a los 3 minutos®; en este momento se afiade
sodio con y sin rojo de rutenio. A la concentracidn utilizada
de calcio (100 nmol/mg) se observa una efectiva liberacidn de
calcio.

La salida de calcio inducida por la adicidn de sodio pue-
de depender de la concentracidn de calcio en el medio de incuba-
cién. En la Fig. 3, se muestra que al incubar a diferentes
concentraciones de calcio la captacidn presenta dos picos, uno
a 20 nmol/mg y otro a 70 nmol/mg de CaCl; la liberacidn inducida
por la adicibn de sodio después de 3 min de incubacidn, por su
parte, presenta una disminucibdn exponencial en el rango de 10-
50 nmol/mg y después un pico a 70 nmol/mg. Como las concentra-
ciones de calcioc en el interior de la mitccondria son més bien
en el rango de 10-50 nmol/mg (3, 6b), ¥y ya que la captacidn de
calecio tiene un méximo a 20 nmol/mg, se decidid utilizar esta
cantidad de calcio en los experimentos posteriores. Asi pues,
al incubar mitocondrias con 20 nmol/mg de usCaCl2 y afiadir des-
pués de 3 minutos de incubacibn, diferentes concentraciones de
sodio sin rojo de rutenio (Fig, 4), se observa una dependencia
aproximada exponencial de la liberacibn de calcio acumulado, con
una asintota o méximo de liberacidn entre 45-70 mM de NaCl.

Estos dos experimentos sugieren, por lo tanto, que el eflujo de
#las concentraciones de calcio utilizadas a lo largo del trabaijo estén en el
rango de la llamada acumulacién limitada de Ealcio (15). En otros experimentos
no mostrados, se observa, que al incubar a mas altas concentraciones de calcio
(100-500 nmol/mg) y, sin fosfato, ocurre una liberacién esponténea de calcio
alrededor de los 200 mol/mg, que aumenta de magnitud con el incremento del cal-

cio extramitocondrial. Esta condicidn pudiera estar dafiando a la mitocondria

a nivel de membrana interna, puesto que el calcio que se acumula no va acompa-
fiado de anifn permeante.
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Fig. 2. Efecto del Sodio sobre el Transporte de Calcio Dependiente de la
Actividad de ATPasa en Mitocondrias de Corazdn de Rata, El medio de incu-
bacifn fue el mismo que el de la Fig. 1, excepto que se afiadié Tris-ATP

3.0 m4 pH 7.4 en lugar del Tris-succinato y la concentracibn de calcio fue
de 100 nmol/mg. Al minuto 3 de incubacibn se afiadidé NaCl 120 mM o rojo de
rutenio 2 mg/mg mas NaCl 120 mM. En la curva control se afiadid un volumen
igual al del NaCl pero de sacarosa fria. Cada punto representa el promedio
de 4 experimentos.
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Fig. 3. Liberacién de Calcio de Mitocondrias de Corazdn de Rata Producida
por Sodio a Diferentes Concentraciones Externas de Calecio. El medio de
incubacién fue el mismo que el de la Fig. 2. A los 3 minutos de incubacién
se afladié NaCl 60-100 mM o un volumen idéntico de sacarosa 250 mM fria. Se
tomaron alicuotas de 100 ul a los 3 y 5 minutos y se filtraron a través de
millipore (0.45 ym de didmetro). El dato porcentual de captacién o liberacifn
de calcio se calculd considerando que la cantidad de 45Ca** que permanecia

a los 3 min en las mitocondrias era de 100% de calcio acumulado.
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Fig, 4, Liberacién de Calcioc Producida por Diferentes Concentraciones de
Sedio. El medic de incubacidn fue el mismo que el de la Fig. 2, excepto
que la cantidad de calcio fue de 20 nmol/mg prot. A los 3 min de incubacidn
se afnadid la cantidad de sodio indicada. Se tomaron alicuotas de 50-100ul
a los 3y 5 min y se determind 45Ca** en un contador de centelleo 1iquido.
La salida porcentual de calcio se caleuld considerando que la cantidad acu-
mulada a los 23 min era el 100% v mediante la formula :

(ECaH] a los 3' - [-Z.'.‘aH] a los 5') x 100 _
++ 7 -
[ca™] & 2os:3
Cada punto representa el promedio de dos exps.
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calcio inducido por sodio depende, de la cantidad de cal-
cio previamente acumulado por mitocondrias de corazdn de rata
(en el rango de 10-50 nmol/mg).

Nuestro medio experimental carece de algunos factores gue
lo harian "més fisiolbgico": sustrato oxidable, fosfato inorga-
nico, potasio, por ejemplo. Ademis, la accidn de otros cationes
monovalentes sobre el eflujo de caleio, sélo ha sido determinada
en una ocasibn en un sistema soportado por succinate (56). En
la Fig. 5 se muestra que el efecto de liberacidn de calcio es
producido, adem&s del sodio, por el litio, en una concentracién
de 57.5 mM. Observaciones no graficadas indican que las concen-
traciones minimas requeridas de litio para producir un eflujo,
en ausencia de rojo de rutenio, deben ser mayores de 22 mM. Esto
quiere decir que cuando la cantidad de litio en el medio es me-
nor de 22 mM, el calcio liberado es recapturado a una velocidad
mayor y, por tanto, no se observa una salida neta de calcio sino
una menor incorporacidn de éste, comparado con el control. Como
cabila esperar de los restantes cationes alcalinos (¥, Rb, Cs),
estos no inducen la liberacidn de calcio, pero si exhiben una me-
nor cantidad de calcio captado, comparado con el control. Al
parecer, el modificar la tonicidad en 114 mosM y la fuerza idni-
ca en 0.057, afecta ligeramente la captacidn de calcio.

Los resultados de la Fig. 5 sugerian pues que la composicidn
del medioc, en cuanto a osmolaridad y fuerza idnica, parecia ser
importante en el fendmeno de eflujo de calcio mitocondrial. Si,

en vez de afadir el catidn hasta que el influjo alcanzaba un plateau,
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se afiadia desde el inicio de la incubacidén y si, ademis, se
utilizaba la combinacidén succinato-ATP, podria amplificarse la
respuesta de la mitocondria a la adicibn de diferentes catio-
nes. La figura 6 muestra los resultados de este experimento.
Cuando se incuba KC1 100 mM con ATP 3 mM (curva I), la acumu-
lacidn de calcio es mucho menor que la reportada en la Fig. 2,
aproximadamente un 60% mds bajo. Algo semejante pasa cuando
en lugar de potasio, se incuba con NaCl 100 mM (curva II), pero
la acumulacibn es un 75% menor que el control reportado en la
Fig. 2. Como el potasic no induce la liberacidn de calcio
(Fig. 5), estos datos apoyan la idea de que la osmolaridad y
la fuerza idnica tienen algflin papel esencial en el transporte
de mitocondrias de corazdn de rata. Cuando se incuba KC1 o
NaCl con succinato 5 mM o con succinato mds ATP (curvas III-
VI), se mantiene la proporcidn entre el efecto del potasio y
el efecto del scdio sobre la acumulacidn de calcioc (15%): el
zodic inhibe a un mayor grado la entrada de calcio, lo cual
significa que el sodio ejerce su efecto sobre el calecio acumu-
lado como catibn y a través de aumentar la fuerza idnica y la
tonicidad del medio de incubacidn.

El efecto del fosfato inorgidnico scbre el eflujo de cal-
cio inducido por sodio lo podemos apreciar en i Fig. 7. Alll
observamos que el fosfato 1 mM produce una mis rdpida acumukd-
cidén de calcio, pero con el mismo nivel de saturacidn que se
habia determinado en ausencia de este anidn (Fig. 2), de aproxi-

mMadamente 65 nmol/mg. En cuanto al efluio, el fosfato parece
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Fig. 5. Especifidad de la Activacidn del Eflujo de Calcio. El medio de
incubacidn fue el mismo que el de la Fig. 4 (6 3). A los 3 minutos de in-
cubacidn se anadid la sal correspondiente en forma de cloruro en una con-
centracién final de 56 mM. Se tomaron alicuotas de 100 pl a los 3 y 5 min.
de iniciada la reaccifn con la adicifn de mitocondrias al medio de incu-
bacidn y se determind 45Ca*t en un contador de centelleo 1iquido. El dato
porcentual de entrada o de salida de calcio se calculd de la manera expli-
cada en la figura anterior,
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Fig. 6. Influencia de la Composicién del medio en el Transporte de
Calcic. El medio de incubacifn fue el mismo que de la figura 2. las
demis condicicnes experimentales también se especifican en la figura 2.
Ademds de los componentes estindares del medio, excepto ATP, se afiadie-
ron las siguientes mezclas: curva I, KC1 100 mM mis Tris-ATP pH 7.4, 3mM;
curva I NaCl 100 mM mis tris-ATP; Curva IIT KC1 mis tris-Suc. 5 mM

pH 7.3; cwva IV, NaCl mis tris-cuss; curva V KC1, Tris ATP y Tris-succ
curva VI NaCl, tris-ATP, y tris SUCC. Cada punto representa el promedio
de dos experimentos.
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Fig. 7. Influencia del Fosfato en el Transporte de Calcio. El medio

de incubacién fue el siguiente; sacarosa 250 mM Tris-HC1 10 mM pH 7.4
rotencna % yg/mg prot, tris-ATP 3 mM pH 7.4, 45cacls 100 M (100 nmol/
mg) 1 mg de mitocondrias y tris-fosfato 1 mM pH 7.3, en un volumen total
de 1 ml, con agitacifn constante a 30°C. EIl procedimiento experimental
para la medicién del 45Ca** fue el mismo explicado en la seccibn de mate-
rial y métodos y en la figura 1. A los 3 minutos de incubada la reacecién
con la adicifn de mitocondrias, se agregd NaCl 100 niM solo o con rango de
rutenio 2 mg/mg.-Lada punto representa el promedio de al menos 3 experi-
mentos. e
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no tener ningiin efecto, ni en la velocidad de salida ni en la
cantidad de calcio liberado, aunque la diferencia al minuto

6 entre la ausencia y presencia de rojo de rutenio es minima.

Actividad de ATPasa Durante el Eflujo de Calcio

La acumulacibn masiva de calcio, entre otros de sus efec-
tos, estimula la actividad de ATPasa (10). Pero no se ha re-
portado si hay algin efecto de la acumulacibn de bajas concen-
traciones de calcio sobre la actividad de ATPasa, ni tampoco se
-ha estudiado la relacidn entre el eflujo de calcio inducidec por
sodio y la actividad de ATPasa mitoceondrial. Si el calcio pe-
netra a la mitocondria en un proceso electrogénico dependiente
de energia proveniente de la oxidacidn de sustrato o de la hidrd-
lisis de ATP (23, 43, 4u4) y en ausencia de anibn permeable acom-
pafiante, cualquier efecto sobre la actividad de ATPasa al aumen-
tar o disminuir la cantidad de calcio intramitocondrial, estard
mediado por el ién ca*® y no por alguna sal de galcio que se
pudiera formar o por abatimiento del gradiente electroquimico.

Cuando se incuban mitocondrias con 20 nmol Ca++/mg en ausen-
cia o presencia de 50 mM de NaCl, no hay diferencias en el curso
temporal dela hidrdlisis de ATP (Fig. 8). Aparentemente, el
sodio no causa ninguna alteracidn en la cinética de hidrdlisis
de ATP.

La actividad de la ATPasa mitocondrial depende de que se
encuentre en un estado "activo" o en un estado "inactivo" (69).

La transicidn de uno a otro estado depende del grado en gque la
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Fig. 8. Efecto del Sodio en el Curso Temporal de la Hidrélisis de ATP.
El medio de incubacidn fue el siguiente: Tris-ATP 3 mM pH 7.4, sacarosa
240 mM. Tris-HC1 10 mM pH 7.4, rotenona 4 ug/mg prot, CaCly 20uM (20
nmol/mg) v 10 mg de mitocondrias en un volumen final de 10 ml, con agi-
tacidn constante a 30°C. Se tomaron alicuotas de 1 ml cada minuto luego
de la adicibn de las mitocondrias y se paro la reaccidn con TCA 5-6%.
La hidrdlisis de ATP se determind por la aparicién de fosfato libre por
el método de Summer modificado (1944). La curva experimental contenia
NaCl 50 mM.
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mitocondria halla sido energizada o denergizada. Un método Gtil
para expresar al maximo la actividad de ATPasa en uno u otro
estado ha sido desarrollado por Gdmez-Puyou et al (71) Este
método consiste en incubar a las mitocondrias en las condiciones
experimentales que se desee, extraer alicuotas a diferentes tiem-
pos y reincubar en un medio que contenga el desacoplante FCCP

(1 uM) y ATP (3mM) durante 3 minutos, parar la reaccidn con TCA
6% y determinar fosfato inorgénico libre.

En un experimento tipico con el medio de incubacidn detalla-
do en la Fig. 8, al incubar las mitocondrias con FCCP m&s ATP,
se obtenia una cantidad de fosfato hidrolizado 3-5 veces
mayor, que cuando se determinaba directamente del medio experi-
mental. ’

En la Tabla I se muestra la actividad de ATPasa (medida
como se detalld arriba) durante el transporte de calcio, cuando
se adiciona sodio 100 mM o potasio 100 mM después de 3 minutos
de acumulacidn. Como se sugirid de la Fig. 8, el sodio (y, en
este caso, ni el potasio) no parece tener algln efecto sobre la
actividad de la ATPasa de mitocondrias de corazdn de rata.

En la primera parte de este trabajo se demostrd que el
sodio inducia la salida de calcio a pesar de que habia energia
para seguir acumuldndolo. Una explicacidn es la de que la ve-
locidad de intercambio Na /Ca’’ sea mayor que la entrada elec-
troforética de calcio. Otra explicacidn es que el calcio libre
en la matriz mitocondrial podria ejercer un efecto inhibitorio

sobre la ATPasa y que esta inhibicidn no produce a su vez una
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TABLA T

Efecto del Sodio y Potasio sobre la Actividad de ATPasa

—
Actividad de ATPasa
( mol/mg - min)
3 b
Control 0.45 + 0.02 0.46 * 0.01
Sodio 100mM
E 0.47 % 0.03 | 0.44 * 0.08
Potasio 100mM "
1 5 0.48 * 0.02 | 0.44 * 0.08

El medio de incubacidn fue el mismo aue el de la Fie. 8,
La medicidn de la actividad de ATPasa se realizd como estd
especificado en la seccidn de Materiales y Métodos. Se toma-
ron alicucotas de 1 ml a los 3 y 5 minutos luego de la adieidn
de las mitocondrias y se reincubaron por 3 minutos en un me-
dio que consistia de Tris-ATP 3 mM pH 7.4 mas FCCP 1 uM; 1la
reaccidn se paraba con TCA 5-6%. De esta ultima mezcla se to-
maban 0.5 ml, luego de centrifugacidn, y se determinaba el fos-
fato inorgdnico del sobrenadante por el método de Sumner mo-
dificado (19u4u4). Las sales se afladieron después de los 3 minu-
tos iniciales de incubacidn en una concentracidn final de 100
mM. Cada dato representa el promedioc de 3 experimentos. La
desviacidn estandar se calculd con la férmula estudiada y re-
comendada por Parker (Estadistica para Bidlogos. Omega, Barce-
lona, 1971) ¢ :JZXQ -(Ex)2/n"1

n-1
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liberacidn espontfnea de caleio. En la tabla II se describe

la actividad de ATPasa medida con diferentes iones y mezclas

de iones. Como se puede notar, nuevamente no hay un efecto
claro del sodio o potasio sobre la enzima. Sin embargo, la in-
cubacidn con calcio (100 nmol/mg) presenta una ligera inhibi-
cidn de la actividad de la ATPasa, aproximadamente del 25%, que fue
consistente en todos los experimentos realizados. Mas afln,

la combinacidn del calcio con sodio o potasio, tambi&n presen-
ta una ligera inhibicién de la actividad de ATPasa, comparada
con el control, que es un medio depletado de sodio, potasio o
calcio.

Para determinar de un modo mids preciso el efecto del cal-
cio sobre la ATPasa, se midid la actividad de la enzima a dife-
rentes concentraciones de calcio en el medio de incubacidn
(Tabla III). Puede observarse que si el calcio ejerce algiln
efecto sobre la ATPasa, a 10-20 nmol/mg, ya ha saturado los
sitios de acecidn, pues a mayores concentraciones no se ve nin-
gln aumento o disminucidn significativa de la actividad de ATP-

asd.



TABLA II

Efecto del Calcio, Sodio y Potasio Scbre la Actividad de ATPasa

ACTIVIDAD DE ATPasa
(Mol /mg xmim)

Adiciones 31 5t
al medio de inc,

Control 0,32 + 0,08 0.33 £ 0,04
Calecio 100 mol/mg 0.25 + 0,02 0,24 + 0,04
Potasio 100 mM 0.35 = 0.04 0;3% = G.05
Sodio 100 mM 0,36 = 0,01 B3l 2 0005
Calecio 100 nmol/mg

+ Petadio 460 M 0.27 + 0,06 0.29 + 0.07
Calecio 100 nmol/mg 0.29 *+ 0.02 0.30 + 0.01

+ Sodio 100 mM

El medio de incubacibn fue el mismo que el de la Fig. 6
excepto que no contenia CaClz. Las adiciones a este medio de
reaccién se hicieron desde el Znicio de la incubacidén, la cual
empezaba al agregar las mitocondrias. La actividad de ATPasa
se determind® de la forma especificada en la Tabla II. Cada

dato representa el promedio de 4-5 experimentos.
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TABLA III

La Actividad de ATPasa a Diferentes Concentraciones de Calecio

umol Pi hidrolizado/mg min
Ca2+ nmol/mg 3 5
D.38 + 0,04 0.40 *+ 0.03
10 0.35 % 0,07 0.35 + 0.06
25 033 0.28
30 Q.37 % :0.01 o.40 + 0,01
40 3,28 .33
50 0o.41 * 0.02 0:3% = 0503
100 G.35 ¢ 0.023 0.37 £ 0.0u

Las condicbnes experimentales fueron las mismas de la
Fig. 6 y Tabla II, excepto que el calcio se fue variando como
se indica. La actividad de ATPasa se midié de la misma mane-
ra ya especificado en la Tabla II, Cada dato representa el

promedio de 4-5 experimentos.
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DISCUSION

Hemos podido observar gque la adicidn de sodio a un medio
de incubacidn con mitocondrias de corazdn de rata, libera cal-
cio previamente acumulado, sin necesidad de afiadir rojo de ru-
tenio, que es un inhibidor de la entrada electroforética uni-

direccional (25, 26) pero no del intercambio Nat/catt. Las
concentraciones 6ptimas de sodio y calecio encontradas para este
proceso son de 10-50 nmol Ca++/mg y de U5-70 mM de NaCl y los
experimentos de las figuras 3 y 4 sugieren que el eflujo de
calcio inducido por sodio depende de las concentraciones de
ambos iones. El fosfato inorgdnico (1 mM) no parece tener nin-
gln efecto sobre la velocidad o cantidad de calcio acumulado o
liberado por efecto del sodio, pero al modificar la osmolaridad
y la fuerza ibnica del medio, si se notd un ligero cambioc en

la cantidad de calcio acumulado. La especificidad del fendmeno
estd restringida a litioy sodio; potasio, rubidio y cesiono afectarn.
La accibn del sodio radica no solo en el radio idnicc, de valor
casi igual al del calcio (0.95 y 0.99 R respectivamente) ni en
la electronegatividad (0.9 y 1.0, respectivamente), sino que
existe también una contribucidn aunque no grande si significati-
va de la osmolaridad y la fuerza idnica. La participacidn del
radio idnico, la electronegatividad y el arreglo estereoquimico
de las moléculas ha sido considerado por Crompton y Carafoli

(58) como factores importantes en la selectividad de cationes.
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Para nuestro sistema experimental, la actividad de ATPasa
era la fGnica fuente de energia que mantenia la acumulacién de
calcio. Nuestro objetivo al medir la actividad de esta enzima
era el de observar la dependencia del eflujo de calecio inducido
por sodio de la actividad de ATPasa. Se pudo apreciar que ni
el sodio ni el potasio tenian alguna influencia sobre esta acti-
vidad enzimdtica pero el caleio si reducia en un 25% constante-
mente la actividad de ATPasa después de 3 minutos de incubacién,
a una concentracidn minima de 10-20 nmol/mg.

Carafoli et al (56) utilizando sustrato oxidable como fuen-
te de energia, solo observaron una ligera salida de calcio indu-
cida por sodio; se requeria de la adicidn de RR para volver apa-
rente el evento. Nosotros hemos extraido mitocondrias con el mé-
todo de Nagarse modificado (58) y no hemos observado la misma
pobre salida de calcio (ver Fig. 1). Sin embargo, este dato no es
definitivo, pues en algunos experimentos (no reportades) con al-
tas concentraciones de calcic (100 nmol/mg), se encontraron
oscilaciones en la cantidad de calcio interno de varios minutos
de incubacidn. En nuestro sistema de acumulacidn de calcio de-
pendiente de hidrflisis de ATP no importaba que la cantidad de
calecio afladido fuera elevada pues, sin agregar RR, se apreciaba
claramente la liberacidn de calcio inducida por sodio, hasta al-
canzar un nuevo equilibrio.

La entrada de calcio sostenida por sustrato oxidable tiene

una velocidad de 150 nmol/gr seg con 10 yM de calcio externo (72).
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La salida de calcio a través del antiport es de 15.0 nmol/mg
min (61 y este trabajo). Considerando que hay aproximadamente
100 mg de proteina mitocondrial £r de tejido seco cardiaco
(49), la velocidad de eflujo de calcio seria de aproximadamen-
te 25 nmol/gr seg o sea 6 veces menor que la entrada. Es po-
sible que en elmedio de acumulacidn sostenido por sustrato
oxidable la salida no pueda ser muy aparente, pues la entrada
es mas veloz e inmediatamente seria cubierto el "hueco" deijado
por el calecio expulsado a través del antiport. En el medio sos-
tenido por ATP, la salida se vuelve mis aparente, probablemen-
te porque el calcio acumulado ha ido promoviendo la asociacidn
del inhibidor a la ATPasa (71) y consecuentemente, inactividndo-
la, con lo cual la entrada se reduciria por falta de suficiente
energia (y tal vez por la inhibicidn de magnesio). Una posibi-
lidad complementaria seria la de que el calecio acumulado inhi-
biera la actividad de la translocasa de adenin-nucledtidos (73),
facilitando de esta forma la medicién de la salida, pues la
entrade se reduciria por la disminucién en la actividad de la
ATPasa a causa de la inhibicidn sobre la translocasa (ver es-
quema II). Los datos sobre la actividad de la ATPasa de este
trabajo encuadran en cualquiera de estas dos explicacicnes.
Al incubar con calcio habia una inhibicién de la ATPasa que no
reproducian ni sodio ni potasio.

Por otro lado, la observacidn de que el calcio puede ser
liberado en ausencia de RR apoya la idea de gue la mitocondria

participa en la regulacidn de la actividad cardiaca (55-57),



¢ w83

————
-

Ca"!
\_Pi+ADP  ATP
N

ADP ATP

La Interrelacidn entre el Traqsparte de Caleio, la ATPasa y la

Translocasa de adenln—nucleotldos El calcio que se ha acumu-

lado promueve la unién del inhibidor a la Fq-ATPasa y ademés

inhibe la actividad de la translocasa de adenin-nucledtidos.

I. significa inhibidor de la ATPasa.
pues es claro que estos eventos se realizan sin existir inhibidores meta-
bblicos de esta naturaleza. Ademis, se ha demostrado que la mitocondria
remueve mis rdpidamente el calcio de la troponina que el reticulo sarco-
plasmico (74.)

Un modelo para la participacién de la mitocondria en la actividad car-
difca debe considerar que durante la relajacién, los niveles de sodio y
calcio son relativamente bajos en el sarcoplasma. Entonces, en
mitocondria, el calcio estaria acumulado y, en consecuencia, la
ATPasa y la Translocasa tendrian baja actividad. La llegada
de un impulso nervioso, ocasicnaria que el sodio extracelular penetrard ha-
cia el sarcoplasma y, con esto, el caleio intramitocondrial saldria en in-
tercambio con sodio. El calcio liberado seria empleado por la miosina para
la contraccidn muscular. Conforme vaya saliendo el calcio, el
inhibidor se desprenderia de la ATPasa, la cual, a su vez, pasa

al estado activo. Durante la contraccidn, la mitocondria sinte-
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tizaria ATP que seria intercambiado a través de la translocasa
con el ADP producido por la miosina durante la contraccidn. La
cadena respiratoria durante todo el ciclo de contraccidn-relaja-
cibn seria la responsable de generar energia consumible para

la acumulacidén y liberacién de calcio.

Algunas objeciones al modelo son: (a) la velocidad de eflu-
jo en condiciones &ptimas es muy reducida, porgue se ha calcu-
lado que la cantidad de calcio requerida para la actividad del
misculo cardiaco es de 170-500 nmol/gr seg (49.75). Este reque-
rimiento sdlo seria cubierto por el proceso de acumulacidn (y
eso suponiendo que el magnesic no ejerce su efecto inhibitorio),
perc no por el de liberacidn, a menos que las mitocondrias se
encontraran concentradas cerca de las miofibrillas; (b) la can-
tidad de sodio requerida para eflujo maximo es alta (> 25mM) y
se ha calculado que el influjo de sodio extracelular aumenta la
concentracidn intracelular no mds de 0.5 mM (81). Pero es pro-
bable que el sodioc penetre s8lo en ciertas zonas y la concentra-
cidn real sea mayor (por ejemplo, cerca de las mitocondrias).

A pesar de esto, el modelo propuesto ofrece alternativas y co-
rrelaciones interesantes para el desarrollo de futuros trabajos.

Finalmente cabe mencionar que el efecto producido por la
osmolaridad y la fuerza idnica es semejante en naturaleza, a
fendmenos de superestequiometria (ver la Introduccidn), todavia
no suficientemente investigado. Por lo tanto, resultaria atracti-
vo analizar el mecanismo de transporte bajo esta perspectiva o

con cualquiera de los enfoques ya mencionados.
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GLOSARIO.

Antimicina. Inhibidor respiratorio a nivel de sitio dos ( complejo citocramo b-
citocremo ¢ ). A elevadas concentraciones (7 Spg/mg prot Jes desaco-
plante.

Antiport, Abreviacién operacional de transportador o intercambiador bidirec-
cional ( p. ej., el antiport Na/Ca intercambia calcio Intermo por
sodio externc con una estequicmetria de 3Na/iCa }.

Atractilosido. Inhibidor competitivo de la adenin-nucleotido translocasa. Es im-
permeable y solo actua por el lado citos8lico de la membrana in-
terna mitocondrial,

Aurovertina. Inhibidor de la actividad catalfitica de la ATPasa (soluble y unida
a membrana). Se une a la subunidad beta.

Desacoplante. Sustancia lipofilica que, a través de equilibrar concentraciones de
protones entre ambos lados de una membrana, estimula en mitocondria,
la actividad de la cadena respiratoria ( transporte de electrones y
expulsién de protones), pero no permite que se establezca un gra-
diente electroquimico, con lo cual puede inhibir la FO.

DNP. 2,U4-dinitrofencl, Desacoplante.

FCCP. Carbonil-ciano-p-trifluorametoxifenilhidrazona, Desacoplante mis
activo que el DNP,

FO. Fosforilacién oxidativa. Es la sintesis de ATP que consume oxigeno.
De acuerde con la teoria quimiosmotica, la sintesis de ATP requiere
de un gradiente electroquimico generado por la oxidacién de sustrato
a través de la cadena respiratoria y, por eso, la fosforilacién de
ADP es oxidativa,

HOQNO. N-oxo-2-heptil-4-hidroxiquinoleina. Inhibidor respiratorio de sitio
dos. No es desacoplante a elevadas concentraciones, como la antimi-
cina.

Ionoforo. Sustancia lipofilica que transporta iones y tiende a equilibrar sus
gradientes electroquimicos entre ambos lados de una membrana semi-
permeable.

Nigericina. Ionoforo que intercambia K v H' a través de una membrana. la direc-
ci6n de intercambio dependeré del gradiente quimico de estos cationes,

Oligomicina. Inhibidor de la actividad catalitica de la ATPasa unida a membrana,
unicamente,

Rotenona, Inhibidor respiratorio a nivel de sitio uno ( complejo NADH Deshi-
drogenasa-Ubiquincna J).

SE Superestequiometria. Se explica en el texto.
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Sitio. Sitio de conservacién de Energia . En la cadena respiratoria se
han establecido tres complejos donde la energfia liberada por las
reacciones de oxido-reduccidn de las moléculas transportadoras de
electrones (cuando es mayor de 7.3 kecal/mol ), se conserva en for-
ma de ATP o es utilizada para transporte de ienes.

Uniport. Abreviacién operacicnal de transportador o acarreader unidireccional
( p. ej., el uniport de calcio solo acunula calcio en el Interior
de la mitocondria, perc no lo expulsa ).

Valinomicira Ionoforo especifico para cationes monovalentes ( K'> Na' 1,
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