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Resumen

En este trabajo se evaludé el efecto del calcio
sobre algunos de los complejos enzimdticos de
la via de fosforilacién oxidativa, encontran-
dose que afecta principalmente la actividad
acarreador de adenin nucleétidos y al complejo
be mitocondrial. E1 efecto del ca2* sobre el
flujo de fosforilacién oxidativa esta mediado
por dos mecanismos diferentes, uno involucra
hinchamiento mitocondrial y actfa principal
mente sobre la velocidad de respiracién en el
estado 4. El otro mecanismo es independiente
del hinchamiento mitocondrial y afecta la velgo
cidad de respiracidén en el estado 3. La pre-
sencia de X' en el medio es de gran importan-
cia en el efecto del ca?% sobre 1la respiracién
Por un lado, solo en presencia de Kkt el
ca?t induce un hinchamiento mitocondrial Yy
por otro, afecta la concentracién intramitocon
drial de Calcio en su forma libre.



INTRODUCCION

Dentro de las mitocondrias se lleva a cabo la fosforilacidn
oxidativa, esta via metab6lica produce la mayor cantidad de
energia de una célula y oxida la mayor cantidad de
sustratos. Los sustratos parcialmente oxidados por otras
vias metabblicas en el citoplasma, se oxidan totalmente por
medio del proceso conocide come fosforilacidn oxidativa
hasta CO, y H20, en una serie de reacciones que termina con
la reducci6én del oxigeno molecular para formar Hz0 y que
produce una cantidad de energia 20 veces mayor gque la
producida en procesos anaerébicos (36 de los 38 ATP que se
producen al oxidar una molécula de glucosa hasta CO; y H30).
Se compone de un sistema de transporte y deshidrogenacién de
sustratos, una cadena oxido-reductora formadora de un
gradiente electroquimico de protones y un sistema
fosforilante.

Por medio del gradiente electroguimico de protones se
acoplan la cadena respiratoria y el sistema fosforilante, ya
que este Ultimo utiliza 1la energia del gradiente
electroguimico para sintetizar ATP (fig.1).

El control metabélico de la fosforilacién oxidativa es de
gran importancia en el establecimiento de un equilibrie
entre la demanda y la produccién de energia. Este debe
permitir un aumento en 1la produccién de ATP con el
incremento en el trabajo celular e impedir que los sustratos
sean oxidados extensivamente en condiciones en las que 1la
célula no requiera de ello.

Se han propuesto varios mecanismos para la regulacién de la
fosforilaciébn oxidativa. Entre ellos: el ca2*, que es el que
nos ocupa en este trabajo, tiene la peculiaridad de ser una
sefial rapida y transitoria, cuya concentracién puede ser
aumentada por ciertos estimulos extracelulares y que entra a
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Fig. 1 Representacién esguemdtica de la via de fosforilacién
oxidativa dentro de la mitccondria. Ciertos sustratos
producidos en el citoplasma, entran a la mitocondria
a través de acarreadores especificos; al deshidroge-
narse dentro de este organelo se producen equivalen-
tes reductores que son oxidados dentro de la cadena
oxido-reductora con lo gue se establece un gradiente
electroquimico de protones el cual es utilizado por
la ATP sintasa para foggorilar ADP. Se esquematiza
también el papel del Ca en la regulacién del flu-
jo de esta via {tonada de Moreno-Sanchez y Torres-
Marquez, 1991).



la mitocondria aumentando la velocidad de produccidén de ATP
en un corto intervalo de tiempo. Su actividad puede
detectarse a concentraciones fisiolégicas y es totalmente
reversible, permitiendo la respuesta a nuevos estimulos .

El mecanismo de activacién de la respiracidén debida al ca?*
no se ha determinado todavia. Se propone, por un lado, que
puede interactuar con algunos de los complejos de la cadena

2+

respiratoria, y por otro, gque este efecto del <cCa es

mediado por un hinchamiento mitocondrial.

Estructura mitocondrial:

Las mitocondrias ocupan wuna fraccién importante del
citoplasma de casi todas las células eucarisdticas y fueron
identificadas por primera vez en el siglo XIX (Altmann,
1890). En 1948 se desarrollo un procedimiento para aislarlas
de manera intacta (Hogeboom y cols., 1948). La mayoria de
los estudios bioquimicos hechos en mitocondrias han sido
realizados en mitocondrias aisladas de higado, ya gque cada
célula hepitica contiene entre 1000 y 2000 mitocondrias, las
cuales ocupan una gquinta parte del volumen celular. Las
mitocondrias suelen tener entre 0.5 y 1 ugm de didmetro y
formas diferentes segin el tejido al que pertenezcan. Son
capaces de desplazarse por el citoplasma asociadas al
citoesqueleto, lo que probablemente contribuya a la
distribucién caracteristica de este organelo dentro de una
célula. Su actividad metabdlica se acompafa de cambios
morfolégicos: hinchamiento y contraccién (Lehninger y cols.,
1958). En algunos tipos celulares, las mitocondrias forman
largos filamentos méviles, mientras que en otros tienen una
distribucién mds o menos fija. Estan generalmente asociadas
a sitios de consumo elevado de ATP, o a depésitos de
sustratos.

La mitocondria estd 1limitada por dos membranas altamente



especializadas que rodean a la matriz mitocondrial (8ttocasa
¥y cols. 1967) Entre estas dos membranas se forma el espacio
intermembranal, donde se encuentran diversas enzimas que
utilizan el ATP formado dentro de la mitocondria para
fosforilar otros nucleétidos. La membrana externa
mitocondrial contiene numerosas copias de una protefina: la
perina, que forma grandes canales acuoses a través de la
bicapa lipidica, permitiendo el paso hacia el interior de
moléculas menores a 10000 daltons. Debido a la presencia de
esta proteina, el contenido del espacio intermembranal es
equivalente al del citoplasma.

La membrana interna mitccondrial estd en estado semifluido,
contiene un 70% de protefna, el 50% de la cual esta asociada
al proceso de fosforilacién oxidativa. Contiene un 30% de
lipidos, principalmente fosfatidilcolina (40%),
fosfatidiletanolamina (35%) y cardiolipina (15%). El1 alto
contenido de cardiolipina confiere una gran impermeabilidad
a la mayoria de 1los iones.

La membrana interna mitocondrial suele estar plegada
formande crestas (Bjostrand, 1953). Las crestas permiten
que el &rea de esta membrana sea mayor: en mitocondrias de
células hepaticas esta membrana es casi 5 veces mas grande
que la membrana externa y constituye la tercera parte del
total membranal de la célula. E1 nGmero de crestas parece
estar relacionado con la demanda energética del tejido al
que pertenezcan las mitocondrias, por ejemplo, las
mitocondrias de células cardiacas tienen 3 veces mds crestas
gue las de las células hepaticas.

Embebidos en la membrana interna mitocondrial se encuentran
complejos proteicos de transporte, asi como las enzimas de
la cadena de oxido-reduccién (Cleland y 8later, 1953).
Dentro de la matriz mitocondrial se hallan las enzimas que
metabolizan piruvato, &cidos grasos y las que forman parte



del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Kenned y Lehninger,
1949) .

La matriz mitocondrial contiene también varias copias del
genoma de ADN mitocondrial, asi como ribosomas especiales:
mitorribosomas, RNA de transferencia y enzimas necesarias
para la expresién genética (Maclean y cols, 1958; Nass y
Nass, 1963).

Transporte y deshidrogenacién de sustratos:

El metabolismo oxidativo de las mitocondrias utiliza como
combustibles mayoritarios tanto los 4&cidos grasos como el
piruvato, este Gltimo es producido por la oxidacién de los
azicares en la via de la glic6lisis. Otros sustratos, como
el succinato, el glutamatoc y el alfa-cetoglutarato,
provenientes de la oxidacién citosélica de los aminoédcidos
también entran a la mitocondria para ser oxidados.

Estos sustratos son transportadas selectivamente desde el
citosol hasta la matriz mitocondrial. El piruvato, el alfa-
cetoglutarato y el succinato entran a la mitocondria a
través de acarreadores proteicos especificos (LaNoue Yy
Schoowerth, 1979). El transporte de piruvato y probablemente
el de glutamato utiliza la energia del gradiente
electroguimico de protones. En el caso del succinato, el
alfa-cetoglutarato y el glutamato, el transporte se da por
medio de un intercambio con malate o con fosfato. E1
glutamato se transporta también en un intercambic por
aspartato.

Los Acidos grasos, una vez transportados a la matriz
mitocondrial por medio de la aciltransferasa, son oxidados
mediante un ciclo de reacciones que elimina dos Atomos de
carbono de su extremo carboxile. De esta maner se genera una



molécula de acetil CoA en cada wvuelta de ciclo de la f#=-
oxidacién de los Scidaos grasos. E1 piruvato es transformado
dentro de la mitocondria en acetil CoA por el complejo de la
piruvato deshidrogenasa.

El grupo acetile de la molécula de acetil CoA, producido por
diversas reacciones, entra en el ciclo de los Acidos
tricarboxilicos, donde es oxidado por deshidrogenasas
dependientes de NAD.

En el caso del succinato, éste es oxidado por una
deshidrogenasa dependiente de FAD. Esta enzima forma parte
del ciclo de los dcidos tricarboxilicos.

Se forman como productes del «cicle de los A&cidos
tricarboxilicos: CO5 que es expulsado fuera de la
mitocondria y coenzimas reducidas. Las coenzimas reducidas
que se producen (NADH y FADHy) son donadores de electrones
de alta energia que entran a la cadena respiratoria.

Cadena de 6xido-reduccién y sistema fosforilante:

La cadena de &xido-reduccién estd compuesta por complejos
enzimdticos gue se encuentran parcialmente embebidos dentro
de la membrana interna mitocondrial; estos complejos
catalizan el transporte de electrones desde coenzimas
reducidas hasta el Gltimo aceptor de electrones de 1la
respiracién: el oxigeno. Con 1la cadena respiratoria se
consigue gque la reaccidén Hpy + 1/2 Q3 =---> Hy0 se produzca
en varios pasos, liberando la energia en pequefias porciones.
De esta manera, la mayor parte de 1la energia producida puede
ser almacenada dentro del enlace fosfato del ATP, evitandose
que sea liberada al medio en forma de calor.

Los complejos enzimiticos que forman parte de la cadena
respiratoria han sido purificades con la ayuda de



detergentes iénicos relativamente suaves, identificidndose 5
(Hatefi, 1985), designados segn el orden en el que
transfieren electrones entre uno y otro (fig. 2):
I : NADH-ubiquinona oxidoreductasa
II : Succinato-ubiquinona oxidoreductasa
III: Ubiguinol-citocromo ¢ oxidoreductasa
IV : Ferricitocromo c-oxidoreductasa
V : ATP-sintasa

También forman parte de esta cadena la ubiquinona y el
citocromo ¢, éstos se encuentran en concentraciones mayores
a los complejos enzimaticos y tienen un coeficiente de
difusién mucho mayor que estos Gltimos; por lo gue se les
atribuye un papel en la distribucién energética dentro de
la cadena (Hackenbrock y cols., 1986).

La transferencia de electrones entre los complejos
tespiratorios se lleva a cabo mediante grupos prostéticos de
estructuras quinoideas o complejos de metales de transicién:

FMN: Flavinmononucleétido

FAD: Flavinadenindinucleétido

Q : Quinona

Fe-S: complejos fierro-azufre

H : grupos hemo

Cu : cobre unido a proteina

Estos grupos transfieren electrones entre si segin su
potencial redox, produciendo cambios casi idénticos de
energia entre cada uno de los pasos de la cadena. Los
cambios en el estado de reduccién de estos grupos producen
cambios en el espectro visible o UV. A través de 1los
complejos I, III y IV se bombean protones hacia afuera de la
mitocondria. Estos protones vuelven a entrar por la ATP
sintasa en el proceso de sintesis de ATP (fig. 3).

El flujo de 1la cadena respiratoria puede ser seguido
mediante el consumo de oxigeno mitocondrial. Utilizando
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Fig. 2 bistribucién de los complejos respiratorios dentro de
1la membrana interna mitocondrial. Se representa el
transporte de electrones entre ellos, asi como la
translocacién de protones a través de la membrana
interna mitocondrial ( tomada de Gonz&lez-Halphen,
1990) .



NAD

}

_—r
complejo | | flavaprotelna |
———

ubiquinona  +—flavoprot. i complejo #

l

cit b

complejo Hi
citel plel

|

compieio IV

l

c

2

Fig. 3 Transferencia de electrones entre los grupos prosté-
ticos de los complejos respiratorios, la ubiquinona

y el citocromo c. Se encuadran los grupos pertene-
cientes a cada complejo.



sustratos e inhibidores especificos (algunos de ellos
sintéticos), es posible evaluar la actividad de cada uno de
los complejos que la componen (fig. 4).

En presencia de tetrametilfenilendiamina (TMPD), el
ascorbato dona e- para reducir al citocrome ¢ . Los iocnes
Fe(cN)53' (ferricianuro) aceptan e- del cit <c. La

oligomicina inhibe especificamente a 1la ATP sintasa y los
desacoplantes, como el ccep, abaten el potencial
transmembranal.

Los complejos enzimdticos de la cadena respiratoria parecen
difundir como entidades independientes en el plano de 1la
bicapa lipidica (Hackenbrock y cols, 1986) estimandose que
difunden unos 40 nm por mseg (unas 6 veces su propio
didmetro), la ubiquinona y el citocromo c tienen un
coeficiente de difusién parecido al de los fosfolipidos 10~
Bem /seg'l. El1 ntGmero de colisiones al azar calculadas son
suficientes para permitir la transferencia de electrones a
las velocidades observadas (cada complejo dona y recibe un
electrdn una vez cada 5-20 mseg). Por consiguiente, no es
necesario que la cadena de electrones esté ordenada
estructuralmente en la bicapa lipidica. Por cada molécula de
NADH deshidrogenasa se estima que existen 3 moléculas de
complejo bcl, 7 moléculas de citocromo oxidasa 9 moléculas
de citocromo c y 50 moléculas de ubiquinona (Hackenbrok y
cols. 1986).

Las moléculas oxidadas dentro de la cadena respiratoria son
moléculas donadoras de hidrégenos. La via de fosforilacién
oxidativa implica 1la separacién de é&stos en protones y
electrones, asi como la generacién de un potencial interno
negativo a través de la membrana jnterna mitocondrial. Este
potencial es generado por el bombeo de protones hacia el
exterior de la mitocondria en algunos de los pasos de la
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Fig. 4 Sustratos e inhibidores especificos del transporte

de electrones entre los componentes de la cadena res-
piratoria mitocondrial. Se esquematiza el transporte
de electrones entre los componentes de la cadena res-—
piratoria, asf como los sustratos que son capaces de
donar electrones a cada uno de ellos y los inhibi-
dores especificos para cada uno de los componentes de
la cadena respiratoria.



cadena.

Con el bombeo de protones se genera un gradiente de pH a
través de la membrana mitocondrial interna, con una
diferencia de aproximadamente. una unidad con respecto al pH
citosdlico que suele ser de 7. Se genera también un
gradiente de voltaje negativo en el interior, que junto con
el gradiente de pH constituyen el gradiente electroquimico
de protones; éste tiende a impulsar a los iones H' de nueve
hacia adentro y a los iones OH™ hacia afuera.

La fuerza protomotriz producida es aproximadamente de 220 mV
y el potencial transmembranal suele ser de 160 mV. Este
gradiente electroquimico es la fuente de energfa, tanto
para el transporte de iones y sustratos a través de 1la
membrana interna mitocondrial, como para la sintesis de ATP
por la ATP sintasa (Mitchell, 1961).

La concentracién de ATP dentro de una célula es 5-10 veces
mayor que la de ADP, por tanto, la hidr6lisis de ATP dentro
de ella es extremadamente favorable ( entre -11 y =-13
kilocalorias por mol). La gran capacidad de formacién de ATP
que tiene la via de fosforilacién oxidativa contribuye a que
esta concentracién de ATP se mantenga elevada.

Control de la fosforilaci6n oxidativa:

Para que exista un equilibrio entre 1la demanda y 1la
produccién de energfa, la oxidacidén de sustratos hasta COj Yy
H20, asi como la sintesis de ATP deben ser eficientemente
regulados. En érganos poco aerdbicos, el ATP que necesita la
célula es producido tanto por la glicblisis como por 1la
fosforilacién oxidativa; sin embargo, el metabolismo de 1los
tejidos aerébicos, como el corazédn, el higado y el rifion es
dependiente en gran medida del ATP producido por la via de
fosforilacién oxidativa, (Newsholme Yy Leech, 1983). Un



aumento en el trabajec celular de estos tejidos requiere de
una gran cantidad de energia, la cual debe ser producida de
una manera répida y sin dejar al tejido en condiciones en
las que una nueva demanda sea insuperable.

Existen varias maneras de regular la velocidad de flujo de
la via: Las concentraciones de sustratos, ADP, Pi, 03 y
cofactores son moduladores potenciales, ya que afectan
directamente 1la actividad de las enzimas de la via de
fosforilacién oxidativa. E1l potencial citosdélico de
fosforilacidn ejerce también control sobre la velocidad de
sintesis de ATP, en este caso es un control termodinémico,
en el que las concentraciones de ATP a unoc y otrc lado de la
membrana interna mitocondrial afectan la relaciédn ADP/ATP
dentro de este organelo.

Existe la idea de gque el gradiente electroquimico de
protones puede tener un efecto inhibitorio sobre el
transporte de electrones a través de la cadena respiratoria
(8&nchez y cols., 1988), ya que un desacoplante puede
desinhibirla y aumentar su velocidad de flujo. Si el
gradiente es grande, el transporte de electrones es nis
lento y puede parar e incluso ser inverso en algunos pasos
de la via, asi, el gradiente afecta no solc la actividad de
la ATP sintetasa, sino también la actividad de las enzimas
de la cadena respiratoria.

El control de la fosforilacién oxidativa fue explicado
originalmente en términos de la disponibilidad de ADP
(Chance y Williams, 1956). En perifodes de trabajo aumentado,
cuande se incrementa la concentracién de ADP citoplésmico,
hay un aumento en el flujo total de la via, porque el ADP es
sustrato para el translocador ATP/ADP. Sin embargo, en
experimentos con corazbén perfundido se encontrd que no hay
una relacidén unica entre la concentracién citoplésmica de



ADP y el consumo de 03, sugiriendo que hay otros factores
que afectan el flujo de la via de fosforilacidén oxidativa
(Mathews y cols., 1982).

De acuerdo a la teoria de control, (Kacser y Burns, 1979) en
un estado estacionario, en el que las reacciones parciales
alcanzan velocidades idénticas, las enzimas que catalizan
reacciones lentas estaran lejos del equilibrio
termodind&mico, de esta manera limitar&n el flujo total de la
via. Las que catalizan reacciones r&pidas operaran lejos del
equilibrio no limitando este flujo. Basandose en estudios
con inhibidores especificos, se han descrito varios pasos
limitantes para el flujo de 1la via de fosforilacién
oxidativa, los mas importantes son el acarreador de adenin
nucleétidos, el complejo citocromo oxidasa y el acarreador
de dicarboxilatos (Groen y cols., 1982), la contribucién de
cada paso varia de tejido a tejido y con la presencia de
ca?t y Pi~ (Moreno-S8énchez, 198S5a).

contyol de la fosforilaciédn oxidatiwva_ por C32+i

Por Gltimo, se ha propuesto que el Caz+ elevado es la sefal
para aumentar el flujo fosforilante (8ordahl, 1975;
Malmstrdm y Carafoli, 1977; Robertson y cols., 1%82;
Hillered y cols., 1983). El ca?t actfia como trasductor de
sefiales de hormonas o depolarizacién eléctrica (Tsien,
1983).

Se ha establecido que el ca2t puede ser la sehal para
aumentar el flujo fosforilante por medio de la activacién de
deshidrogenasas sensibles a ca2+ (Hansford, 1980, 1985;
Denton y McCormack 1980, 1985), sin necesidad de bajar el
potencial de fosforilacién (ATP/ADP) y manteniendo 1la
concentracién de ATP citoplésmico en el rango en el que no
limita 21 proceso de su consumo.



2% ( menores a 1 pM), Pi~, Na2*, Mg2*

y pH fisiolégicos, en condiciones no saturantes de sustrato
{Hansford y Chappell, 1967), este idn aumenta la cantidad de
piruvato deshidrogenasa en forma activa, al aumentar 1la

A concentraciones de Ca

actividad de la piruvato deshidrogenasa fosfatasa la cual
defosforila (activando) a la piruvato deshidrogenasa
(Hunghes y cols., 1981; Denton y cols., 1972; Pettit y
cols., 1%72). El ca?* aumenta la afinidad por su sutrato de
la isocitrato deshidrogenasa (Denton y cols., 1987), de la
2-oxoglutarato deshidrogenasa (McCormack y Denton, 1979) Yy
de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (Hansford y
Chappell, 1967).

Excepto por esta Gltima, gue se encuentra en la cara externa
de la membrana mitocondrial interna, las dem&s miran hacia
la matriz mitocondrial, por lo que es necesario que el caZ*
entre a la mitocondria para activar a estas enzimas (Denton

y McCormack, 1980).

El ca’* entra a la mitocondria utilizando 1la energia del
gradiente electroquimico de protones, a través de un
uniportador (Puskin y cols., 1976) electroforético inhibido
especificamente por rojo de rutenio (Moore, 1971). En el
citoplasma, la concentracién es muy baja 10~7 nolar, Yy en
células excitadas aumenta a 10”5 molar (Akerman y Nicholls,
1983). Los sistemas de transporte ca2*/Na2* y ca?*/H* (en
higado y rifién predomina el antiportador ca2+/H+) lo sacan
rdpidamente. Se constituye asi un ciclo de entrada y salida
de ca?* a través de 1la nmembrana mitocondrial interna
(Axerman y Nicholls, 1983), que es de vital importancia para
la actividad del ca2‘
control de la produccién de ATP (fig.S5).

como sefial rédpida y transitoria del

El efecto del ca2* es modificado por Mg2*, que inhibe

2+

competitivamente la entrada de ca?%, y por Na* que lo saca

de la mitocondria. En ausencia de estos iones la Kp, 5 para
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1980)



la estimulacién de las deshidrogenasas mitocondriales por
ca?* esta4 entre 10-100 nM. Dentro de 1la célula 1la
concentracién de Mg?t es de 1 mM y la de Na’ de 10 mM, en
esas condiciones la Kg,s para la estimulacién por ca?t es de
300-600 nM, asi que en condiciones fisiolégicas, la Kgqg,s
para la estimulacién por ca?* ests alrededor de 1 puM.

Se ha descrito un aumento en el trabajo celular asociade a
aumentos en la concentracién de ca2* citopldsmico en
miocitos cardiacos aislados Yy permeabilizados con
detergenete (Pabiato, 1981), y en fibras musculares (B8aida y
Nomura 1978), asi como en miocitos cardiacos permeabilizados
Y en hepatocitos (Reinhart y cols., 1984).

La piruvato deshidrogenasa es regulada también por
inhibicién por producto y por NADH/NADY y acetil CoA/CoA y
fosforilacién por cinasa dependiente de ATP (regulada
también por ATP/ADP, sustrato y producto NAD) y fosfatasa
(regulada también por Mg?* y ca2*) (Denton y cols., 1571).
Las deshidrogenasas de invertebrados no son estimuladas por
ca?* (Mccormack y Denton, 1981). La NAD-isocitrato
deshidrogenasa Y la alfa-cetoglutaratoe deshidrogenasa
también son reguladas por ADP/ATP y NAD/NADH (McCormack y
Denton, 1980).

Se ha reportado un aumento en la cantidad de piruvato
deshidrogenasa activa inducido por trabajo en corazén,
higado y otros ©érgancs, perc no se han hecheo los
correspondientes ensayos de consumo de O;. Observaciones en
corazén de perro in situ sugieren una relacién entre el
aumento de trabajo y la velocidad de consumo de O; asociada
a una concentracién de ADP constante, a concentraciones de
sustrato y 0, fisiolégicas (Matthews y cols., 1982).

Relacién entre _el efecto del ca?*t ¥ la accibébn hormonal:




Ciertas hormonas, como el glucagon, la vasopresina y algunos
agonistas alfa-l adrenérgicos (fenilnefrina y epinefrina en
presencia del agonista B propanolol), ademds de su efecto
sobre la actividad secretora celular, sintesis proteica y
contraccién muscular, estimulan el consumo de Oz vy el
metabolismo mitocondrial (Binet y Claret, 1983; Taylor y
cols., 1983; Halestrap, 1%83; Kraus-Friedman, 1986). El
mecanismo comGn de estas enzimas es aumentar la
concentracién citosélica de ca?*t (Altin y Bygrave, 1%88). De
los segundos mensajeros gue se conocen, el ca?t es el dnico
que puede entrar a la mitocondria. Estas hormonas estimulan
también la gluconeogénesis y la ureogénesis (Titheradge y
Haynes, 1980).

Otras hormonas aumentan la respiracién por otros mecanismos,
como es el caso de la insulina, que al entrar a las células
grasas del epididimo aumenta 1la cantidad de piruvato
deshidrogenasa activa en 3-5 min (Denton y cols., 1971),
tiene también este efecto en higado (Assimacopoulos y cols.,
1982), sin embargo, pudo demostrarse gue el efecto de 1la
insulina es independiente de los cambios en la concentracién
intramitocondrial de ca2*.

En corazén y en higado el aumento en la concentracién de
ca?* producido por la accién hormonal aumenta la cantidad de
piruvato deshidrogenasa en forma activa, ya dgque en
mitocondrias preparadas rapidamente, después del tratamiento
del tejido con adrenalina, vasopresina y glucagon +
vasopresina (Assimacopoulos—-Teannet y col, 1986), aumenta la
cantidad de piruvato deshidrogenasa en forma activa
(McCormack, 1985). Esta estimulacién es inhibida por rojo de
rutenio y sodic (lo cual es evitado con diltiazem), el
efecto se reproduce en las mitocondrias control si se les
agrega ca2t, Se ha descrito que en hepatocitos 1la
fenilnefrina aumenta la respiracién (Dehaye Yy cols., 1981)



y la proporcién de piruvato deshidrogenasa en forma activa
(Btaddon y Hansford, 1989), la epinefrina aumenta 1la
carboxilacién de piruvato (Garrison y Haynes, 1975) y la
respiracién (Binet y Claraet, 1983); la vasopresina aumenta
la respiracién (Dehaye y cols., 1981) y la cantidad de
piruvato deshidrogenasa activa (Oviasu y Whitton, 1984). Por
su parte, el glucagon aumenta la carboxilacién de piruvato
(Thitheradge y Hynes, 1980), y la proporciédn de piruvato
deshidrogenasa en forma activa (Staddon y Hansford, 1989).

Efecto del ca’* sobre 1la cadena respiratoria y e) sistema
fosforilante:

Existe evidencia de que el ca2t puede afectar la actividad
de otras enzimas ademés de las deshidrogenasas
mitocondriales.

El ca®* puede estimular el flujo de la via de fosforilacién
oxidativa en presencia de succinato y rotenona, o NADH a
concentraciones saturantes (Doussiere y cols., 1984). Esto
sugiere que este ién ejerce control sobre otros pasos de la
via, posteriores a la deshidrogenacién de sustratos.

Se ha descrito que el ca2* puede activar directamente a la
cadena respiratoria (Jacobus y cols., 1982) y al sistema
fosforilante en el acarreador ATP/ADP (Foldes y Barrit,
1977). También ha sido descrito un efecto del ca?* sobre el
complejo bcl mitocondrial (Murphy y cols., 1990). El efecto
del ca?* depende del medioc de incubacién, de la temperatura
y del tiempo de incubacién.

Las concentraciones de ca?t a las cuales se logra una
estimulacién maxima del flujo de la via en este sistema
estdn en el rango de 0.5-1 uM, Yy son modificadas por los

iones Mg?' y Pi~, tanto en mitocondrias de higado como en



mitocondrias de corazén (Moreno-s&nchez R., 1985a).

Se ha descrito que el ca?* aumenta el tiempeo de activacidn
de la NADH ubiquinona reductasa (Kga 5.7-6 mM) (Kotlyat y
cols., 1992) Y qgue incrementa el transporte y 1la
carboxilacién de piruvato (entre 10 y 100 pM de caz"')
(Foldes y Barrit, 1977), sin embargo, esto parece no tener
significado fisiolégico, ya gue las concentraciones de caZ™¥
a las gue puede detectarse son extremadamente altas.

Mecanismos _de activacién de la respiracién por ca2*:

Como se ha mencionado, el ca?? puede afectar directamente la
actividad de algunas de las enzimas de la via de
fosforilacién oxidativa, pero existen otros mecanismos por
medio de los cuales podria explicarse el efecto del ca2t
sobre el flujo de esta via:

Se sabe gue la entrada de ca2*

utiliza la energia del
gradiente electroquimico de protones y por tanto compite con
el sistema fosforilante por la utilizacién de esta fuente de
energia. En estudios de competencia se ha observado que la
mitocondria puede llegar a transportar ca?t preferentemente,
en vez de fosforilar ADP, calculédndose gue entran 2 iones
ca* por par de electrones que se transporta a través de la
cadena respiratoria (Vercesi y cols., 1978).

El efecto del ca2™ sobre la velocidad de consumo de oxigeno
es similar al que produce el ADP, aumentando la velocidad y
luego regresando a 1la velocidad inicial. Esto puede
observarse también alternando adiciones de ADP vy ca?*t,
cuando se agregan juntos, el transporte de ca?t predomina
sobre la fosforilacion de ADP transportiandose hasta B00 ng

de ca?* por mg de proteina mitocondrial.

A altas concentraciones (2-4 mM), el ca2t desacopla



completamente a las mitocondrias, con lo que la velocidad de
respiracién se ve incrementada (Vasington y Kurphy, 1962).
En estas condiciones se estimula la formacién de &cidos
grasos libres (Wojtczak y Lehninger, 1961) y se produce un
hinchamiento mitocondrial (Lehninger, 1962).

Algunos estudios sugieren gue el mecanismo por el cual el
ca?* estimula el flujo a través de la cadena respiratoria
tiene que ver con cambios de volumen de la matriz
mitocondrial inducidos por 1la entrada de KV (Halestrap,
1989).

Como se ha mencionado, ciertas hormonas gque aumentan la
concentracién citosélica de ca?t en el higado estimulan 1la

respiracién. El aumento en la concentracién de ca2*

produce
un aumento del 20-40 % en el volumen mitocondrial (Quinlan y
Halestrap, 1986) Yy se sugiere gque este hinchamiento es el
responsable de la activacidn en la respiracién. Esta idea es
apoyada por el hecho de qgque otros efectos de dichas
hormonas, como el aumento en la carboxilacién del piruvato,
la oxidacién de &acidos grasos, la sintesis de citrulina, y
la activacién de la glutaminasa pueden ser reproducidos al
inducir hinchamiento mitocondrial (McCormack y cols., 1990).

Todas estas enzimas sensibles al aumento en el volumen
mitocondrial se encuentran embebidas en la membrana, o
pueden interaccionar con ésta (Hampson y «cols., 1983).
Debido a ésto, se ha sugerido que el efecto del hinchamiento
tiene que ver con un cambio en la conformacién de las
enzimas al alterarse la estructura de los fosfolipidos que
la rodean, sin embargo, no hay evidencia directa de esto.

En el caso de la respiracidén, un aumento en el volumen
mitocondrial padria estar relacionade con un aumento en la
fluidez de membrana, lo que incrementaria la movilidad tanto
de las gquinonas y del citocromo c, como de los complejos



respiratorios dentro de ella, Otra posibilidad es gque con el
hinchamiento aumente la permeabilidad de la membrana a los
sustratos.

El aumento de volumen inducido por ca2* implica un aumento
en la entrada de K* a 1la mitocondria (Halestrap y cols.,
1986), que esta mediade por una interaccién entre el
translocador ‘de adenin nucledtidos y el PPi
intramitocondrial (Davidson y Halestrap, 1988).

El ca2+ causa un incremento en la concentracién
intramitocondrial de pirofosfato inhibiendo a la
pirofosfatasa que se encuentra en la matriz (Davidson y
Halestrap, 1988), ya que forma un complejec ca?* -ppi y este
inhibe competitivamente a la enzima (cuyo sustrato es el
conplejo Mg2* -pPi), sin embargo, la fuente de PPi no se ha
determinado. La degradacién de fosfolipidos de la membrana
puede producir PPi, pero se ha comprobado que la cantidad de
PPi producido por este mecanismo resulta insuficiente para
producir el efecto activador del ca2+, ya que al inhibir la
actividad de la fosfolipasa A no se produce disminucién de
la actividad del ca?* (Davidson y Halestrap, 1987).

Sz ha propuesto que la interaccién del PPi con el
translocador de adenin nucleétidos (Krimer, 1985) abre
canales de K' normalmente bloqueados por ATP o ADP, al
ocupar este ién el lugar de los nucleétidos en la enzima
(Halestrap y Davidson 199%90).

Por ultimo, el efecto del hinchamiento scobre la respiracién
no puede ser atribuido a la formacién de poros inespecificos
en la membrana interna mitocondrial (formados al exponer las
2"'), ya gque
sustancias gque bloguean estos poros, no disminuyen el

mitocondrias a grandes concentraciones de Ca

hinchamiento preoducido por concentraciones menores a 3 gM de



ca2* (pavidson y Halestrap, 1550).
Papel del 5"'—e|_1 la fosforilacién oxidativa:

Se sabe que el volumen mitocondrial estd regulado por el
balance entre la entrada electrogénica de K' a la matriz y
la salida de este ién a través del antiportador K+/H+
(Halestrap, 1989).

La actividad del translocador x"‘/H+ estd latente y se
mantiene baja en condiciones fisiolégicas (Bernardi vy
Azzone, 1983). Puede estar regqgulada por Hg2+, el cuil se une
reversiblemente a la proteina impidiendo que se trasporte
K+; este mecanismo se propone para explicar la regulacién
del wvolumen mitocondrial con un minimo gasto de energia.
Esta idea es apoyada por el hecho de gue en presencia de un
desacoplante, estas mnitocondrias carentes de X* tienden a
hincharse (Duszynski y Wojtkczak, 1977). La salida de K* es
sensible a desacoplantes y dependiente de energia (Bernardi
y Azzone, 1983) y se incrementa a pH alto y en medios
hipoténicos.

El translocador de adenin nucleétidos se ha propuesto come
sitio de regulacién de la permeabilidad nmitocondrial al Ht y
al k*. Se ha observado que mitocondrias desacopladas del
tejido adiposo muestran controles respiratorios con 1la
adicién de ADP o ATP (Nicholls, 1974) y se asumié gue era
porque estos nucledtidos disminuian la permeabilidad de 1la
membrana mitocondrial a los iones (aumentada poer una
proteina desacoplante presente en estas mitocondrias)
{Nicholls, 1977).

De esta manera, el potencial electroquimico de protones es
regulado por la accién de nucledtidos, Yy se propone que este
mecanismo existe en las mitocondrias de otros tejidos
evitande la desenergizacion de estos organelos. El efecto



del ATP y el ADP sobre el potencial transmembranal es
blogqueado por inhibidores del translocader de adenin
nucleétidos (Panov y cols., 1980), lo gue sugiere que es el
mismo translocador de adenin nucleétidos el gque transporta
Kt Yy H+, operando como poro que abre y cierra en respuesta a
la presencia de nucleé6tidos.

Aparentemente, el K¥ est4 involucrado en el mecanismo de
acoplamiento mitocondrial (Gémez-Puyou y cols., 1970}, en
presencia de sustratos dependientes de NAD, este
acoplamiento puede recuperarse si se agrega Kt en el estado
4, pero no si se agrega durante el estado 3. Este efecto del
potasio es independiente de un aumento en el transporte de
sustratos. E1 K' también puede jugar un papel importante en
el transporte de adenin nuclebétidos, ya que contribuiria a
equilibrar las cargas del ADP3~ y del ATPY™ (Chivez, 1973).

Por otro lado, se ha propuesto que el K¥ puede modificar el

efecto activador del caZ2'

sobre la fosforilacién oxidativa
limitando la concentracién de este i6n en forma libre dentro

de la mitocondria (Chévez y cols., 1991).

Objetivo:

En este trabajo se persiquen 3 cbjetivos principales:

~pefinir cudl de los complejos enzimiticos de la via de
fosforilacién oxidativa es afectado por el ~C32+, que sea
responsable del efecto de este ién sobre el consumo de
oxigeno mitocondrial.

~Evaluar la relacién que existe entre el efecto del ca2* Yy
la induccién de hinchamiento mitocondrial.

-Definir cual es el papel que desempefa el K* en 1a



activacién por ca®t,



Metodologia

Aislamiento de mitocondrias: Ratas Wistar hembras de 200 a
300 g, ayunadas por 24 horas se sacrifican por golpe y
dislocacidén cervical, el higado se extrae Yy se homogeneiza
en un medio que contiene sacarosa 250 mM, Hepes 5 mM y EGTA
0.5 M (medio SHE) a pH 7.4 y 4°C. Se centrifuga 10 min. a
1000 X g a 4°C. El sobrenadante se centrifuga 10 min. a 7000
X g a 4°C y el botdn se resuspende con dedo frioc. Este botén
se incuba 5 min. con 250 pul de albGmina bovina delipidada al
5 % y 25 ul de ADP 0.2 M , se diluye con SHE 0.5 % albtmina
y se centrifuga 10 min. a 7000 X g a 4°C. El botén se
resuspende con dedo frio.

Partfculas submitocondrjales: Aproximadamente 400 ng de
proteina mitocondrial se diluyen con SHE, MgCly 15 mM y ATP
imM hasta obtener una concentracién de 20 mg/ml, se sonica 2
veces durante 10 segundos a 4°C y se centrifuga 10 nmin. a
7000 X g a 4°C. El sobrenadante se centrifuga 45 min. a
100000 X g a 4°C y el botdén se resuspende con dedo frio.

Am_q_r_;imggr_gs_gz"j_gm_; Para mantener las concentraciones
extramitocondriales de ca?*t se utilizan amortiguadores
Ca2+/EGTA como los descritos por Fabiato (Fabiato, 1988).

Consumo de oxigeno: Se mide con la ayuda de un electrodo del
tipe Y¥SI Clark. A menos que oﬁra cosa se indique, se
preincuban las mitocondrias (1 mg/ml) durante 7 min., a 34°C
en un medio que contiene KCl1 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5
mM (medio KME) a pH 7.2, o en el medio SHE, en ambos casos
en presencia de KzHP04 5.2 mM, succinato 5 mM y rotenona 1
#M. Después de la preincubacién se agrega 0.4 mM de ADP. Se
calculé una concentracién de Os de 760 nmol/ml.

Actividad de citocromo oxidasa: Se mide por consumo de
oxigeno sensible a azida de sodic. Las mitocondrias (1
mg/ml) se incuban en el medio KME a 34°C y en presencia de



ascorbato 7 mM, citocromo ¢ de caballo 5 uM y antimicina 0.5
#M. Después de dos minutos se agrega 1 mM de TMPD., Los
valores obtenidos se corrigieron contra el consumo de
oxigeno en presencia de 1 mM de azida de sodio.

Actividad del compleio bel mitocondrial; Se mide por consumo
de oxigeno sensible a antimicina. Las mitocondrias (1 mg/ml)
se preincuban en el medio KME a 34°C y en presencia de
KpHPO, 5.2 mM, rotenona 1 uM y durochidrogeinona 1 mM.
Después de 7 min. de preincubacién se agrega 0.4 mM de ADP.
Los valores obtenides se corrigieron contra el consumo de
oxigeno en presencia de 1 mM de antimicina.

Actividad de hidrolisis de ATP: Se mide por disminucitn de
absorbancia a 340 nm. Las mitocondrias (1 »g/ml) se incuban
en el medio KME, y en presencia de fosfoenol piruvato 5.5
mM, NADH 5.5 mM, 5 ul de piruvato cinasa (2 U/ml) dailuida
1:4 y 5 u) de lactato deshidrogenasa diluida 1:4. Después de
dos minutos se agrega 4 mM de ATP.

Hinchamiento mjitocondrial: Se mide por disminucién de

absorbancia a 540 nm en las condiciones y el medioc indicados
en cada caso.

Arsenilacisdn oxidativa: Se mide por consumo de oxigeno
estimulade por arsenato Snorgénico.‘ Las mnmitocondrias (1
mg/ml) se incuban en el medio KME y en presencia de rotenona
1 pl, succinato 5 mM, glucosa 12.5 mM y 10 il de hexogquinasa
{2 U/ml) diluida 1:4. Después de 7 minutos de preincubacidn
se agrega 0.4 mM de ADP y/o 2 mM de arsenato inorganico.
ogondrias ent de_K': De acuerdo con el método
descrito por Gémez-Puyou (196€9), las mitocondrias (10 mg/ml}
fueron incubadas 15 min. a 25°C en un medio que contiene
sacarosa 100 mM, NaCl 75 mM, H3PO4 10 mM, glutamato 10 mM y
EDTA 10 mM a pH 7.3. Se lavan después dos veces en el medio



SHE y se recuperan centrifugando 10 min. a 7000 X g y 4°C.

Actividad de piruvato _deshidrogenasa: Se registra la
produccién de NADH a 340-370 nm con un espectrofotémetro de
doble haz. Las mitocondrias (1 mg/ml) se incuban en el medio
SHE en presencia de las concentraciones indicadas de ca2+,
Después de 2 min. se agrega 0.5 mM de piruvato y se registra
la produccién de NADH.

contenjdo jintramitocondrial de ca2+i Pe acuerdo al método
descrito por Saavedra-Molina Y cols., {1990), las
mitocondrias (25 mg/ml) se incuban 20 min. en el medio SHE
en presencia de fluo-3/AM 10 gM y acido plurdénico 0.03 % con
agitacién suave. Después se centrifugan 7 min. en una
microcentrifuga Eppendorf, se diluyen con SHE y se vuelven a
centrifugar, se lavan dos veces de esta manera. La
fluorescencia de las suspensiones se mide con un fluorémetro
Perkin Elmer MPF-44 con una longitud de onda de excitacién
de 526 nm (paso de banda de 10 nm) y emision de 506 nm (paso
de banda de 10 nm). Al final de cada experimento se mide la
fluorescencia minima (Fmin) agregando EGTA 600 uM y
jonomicina 10 puM y la fluorescencia maxima (Fmax) agregando
ca?* 6 mM, La concentracién intramitocondrial de ca2?% se
calcula usando una Kd para fluo-3 de 400 uM y la férmula:
[Caz+]= Kd (F~Fmin)/(Fmax—F) donde F es el valor de
fluorescencia del problema.

Contenido intramitocondrial de K+L Siguiendo el método
descrito por Gémez-Puyou y cols., (1969) se hicieron
extractos &cidos de las suspensiones mitocondriales
hirviéndolas 45 min. con HCl 80% (100 uxl/mg) y agua (5 ml de
volumen final), se centrifugaron 10 min. a 1000 X g y se
midié 1a concentracién de K+ del sobrenadante
flamométricamente.

Determinacién de proteina: La concentracién de proteina de



las suspensiones mitocondriales se determind con el método

de Biuret (Gornal y c¢ols., 1949) después de solubilizar las

muestras con desoxicolato de sodio. Se utilizé como
referencia una solucidén 10

mg/ml de BSA.



Resultados

Inteqridad de }la preparacién mitocondria

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del ca?* en
condiciones similares a 1las fisiolbgicas, por eso es
importante que las mitocondrias sean aisladas intactas.
Utilizando succinato como sustrato, en presencia de
rotenona, las mitocondrias aisladas respiran a una velocidad
de 100 * 10 (4) nmol O/min mg en presencia de 0.4 mM de ADP
Y de 20 nmol O/ min mg en ausencia de ADP. Por 1lo tanto
tienen un control respiratorio de 5.1 * 0.1(4) (fig.6) y una
relacidn ADP/O de 3.0 * 0.5(4). Esto indica que 1las
proteinas que intervienen en el proceso de Fosforilacién
Oxidativa, asi como la membrana mitocondrial interna no han
sido dafadas durante el proceso de aislamiento.

Efecto del gaz+ sobre el consumo de Oxigeno:

Se utilizé una concentracién de ca?t en el rango fisiolégico
(371 nM), y dentro del intervalo de concentraciones a las
cuales este ién produce estimulacién de la respiracién
(Moreno-génchez, 1985a). Se evalué el efecto del ca2* sobre
el consumo de oxigeno en presencia de succinato y rotenona,
de manera que el efecto que se observd fué& debido Gnicamente
a la influencia del ca2' sobre enzimas de 1la cadena
respiratoria. El ca?t estimulé tanto la respiracién en
estado 4 (en ausencia de ADP) como en estado 3 (en presencia
de ADP), esta estimulacién fué similar para ambos estados.
Este efecto no fué debido a un desacoplamiento mitocondrial
ya que los valores de control respiratorio y de la relacién
ADP/O permanecieron invariables en presencia del ca?t,



Fig.

6 Consumo de oxigeno nitocondrial. Las mitocondrias
(1 mg/ml) se icuban en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS
25 mM y EGTA 0.5 M pH 7.2), a 34°C en presencia de
KoHPO4 5.2 mM, succinato 5 mM y rotenona 1 uM (a).
Después de 7 min. de preincubacién se agregé 0.4 mM
de ADP con lo que se incrementa la velocidad de res-
piracién (b}, regresando despué&s a la velocidad ini-
inicial (c). Una nueva adicién de ADP aumenta de
nuevo la velocidad de consumo de oxigeno (d}.



2+ jncubande las mitocondrias en

Se evalué el efecto del ca
dos 1nedios diferentes: SHE y KME (descritos en la
metodologia) y se observé gque esta estimulacién es
significativamente mayor en el medio suplementado con KCl
como soporte osmdético que en el suplementado con sacarosa.
Estos ensayos se hicieron a dos temperaturas diferentes y de
acuerde con datos ya reportados (Moreno-8a&nchez, 1985a), la
estimulacién a 34°C fue mayor que a 30°C (tabla 1). El
efecto del cambio de soporte osmético se reprodujo a las dos
temperaturas ensayadas.

Como ha sido reportade anteriormente (Moreno-s&nchez,
1985a), el efecto del ca?t es dependiente del tiempo de
preincubacidén, obteniéndose una estimulaciédn considerable
después de 7 min (fig._ 7), por lo tante, nuestros ensayos
fueron hechos con este intervalo de tiempo antes de afRadir
el ADP.

Efecto del ca?*_sobre la actividad de citocromo oxidasa:

Con el fin de determinar gue complejo enzimatico es activado

por ca2t

y responsable del aumento en la velocidad de
respiracién, se evalud el efecto de este i6én sobre algunas

enzimas respiratorias.

La actividad de la enzima citocromo oxidasa no fue afectada

por la presencia de ca2?

{tabla 2). Se hicieron ensayos a
distintas osmolaridades y tampoco se vio alterada esta

actividad.

Efecto del ca?*__sobre la actividad del compleio bel
mitocondrial:

Utilizando durohidroquinona como sustrato {que cede
electrones directamente al complejo bcl mitocondrial), el



Tabla 1 Efecto del CaZ”¥ (371 nM) sobre la respiracién en
el estado 3, con respecto a la temperatura y el medio de
preincubacién.

Medio Temperatura Porcentaje de
activacién
SHE 30°C 36 + 2 (4)
SHE 34°C 47 £ 14 (4)
KME 30°C 82 + 7 (4)
KHE 34°C 112 + 18 (4)

Las mitocondrias se incubaron en el medio KME (KC1 120 mM
MOPS 25 mM EGTA 0.5 mM pH 7.5) © en el medio SHE (sacarosa
250 mM, HEPES 5 mM y 0.5 mM de EGTA) a 34°C en presencia de
KaHPO4 5.2 mM, succinato 5 mM y rotenona 1 pM ¥y con o
sin Ca {371 nM). Después de 7 min de preincubacién se
agregs 0.4 mM de ADP. Los valores representan X + E.5. (n).

Tabla 2 Efecto del ca?*t (371 nM)} sobre 1la actividadj

de citocromo oxidasa en medios con diferentes
osmolaridades.
md KCl en ca2* ngat Os /min mg

el medio
20 - 467.46 + 93,78 (5}
20 + 383.38 £ 88.17 (5)
120 - 454.08 % 102.83 (5)
120 + 439.23 *\ 65.84 (5)
200 - 383.66 * 92.32 (5)
200 + 234.80 * 141.48 (5)

Las mitocondrias (1 mg/ml) fueron incubadas en el medin XME
(KC1 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2) a 34°C en pre-
sencia de ascorbato 7 mM, cit. ¢ de caballo 5 uaM y antimici-
na 0.5 pM. Después de 2 rin de preincubacién se agreqd 1 mM
de TMPD ¥y se registrd el consumno de oxigeno. Los valores
representan ¥  E.S. (n).
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Fig. 7 Efecto del tiempo de preincubacién sobre la velocidad

de respiracién en el estado 3. Las mitocondrias (1 mg
/ml) se incubaron en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS
25 mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2) a 34°C, en presencia de
KoHPO, 5.2 mM, succinato 5 mM y rotenona 1 pM en ppe-
sencia (371 nM) ( + ) o ausencia ( - ) de ca<*.
Después del tiempo de preincubacién (1 a 7 min.} se
agreg6é 0.4 mM de ADP. Los valores representan el con—
sumo de oxigeno de experimentos representativos.



consumo de oxigeno fue estimulado por ca2+, de manera
diferente en medios con distintas osmolaridades (fiq. 8). El
ca?* en estas condiciones produjo una activacién de 1la
respiracién similar a la producida por ADP, dicha activacién
no es aumentada por la presencia del nuclebdtido, ademis de
que los controles respiratorios en estos ensayos no fueron
muy claros, porque en presencia de ca?* el ADP no estimuls
aGn mas el consumo de oxigeno y una segunda adicién de este
nucleétido ya sea en presencia o en ausencia de ca2t tampoco
aumenté esta velocidad.

Efecto del ca?*_sobre la actividad del translocador ATP/ADP:

Para evaluar 1la actividad del translocador de adenin
nucledtidos se utilizd el sistema de arsenilacién oxidativa.
En este ensayo el consumo de oxigeno es estimulado por la
adicién de arsenato inorgadnico (Ars), el arsenato entra a la
mitocondria a través del acarreador de fosfato sensible a
mersalil, arsenila al ADP interno para formar ADP-Ars en una
reaccién catalizada por la ATP sintasa, utilizando el
gradiente electrogquimico de protones generado por la cadena
respiratoria.

El complejo ADP-AXs es hidrolizado rapidamente,
produciéndose un ciclo de sintesis-hidrélisis en el que el
translocador de adenin nuclebttidos no participa. Si se
agrega ADP, entonces la actividad del translocador de adenin
nucledtidos si participa en la estimulacién del consumo de
oxigeno. Se utilizdé este principio para evaluar el efecto
del ca®* sobre 1la actividad del translocador de adenin
nucledtidos.

Se encontré que el ca2t produce un aumento del consumo de
oxigeno en este sistema, pero solc en presencia de ADP (fig.
9). Esto indica gque el ca?t efectivamente afecta la
actividad del translocador de adenin nucleétidos.
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Efecto del Ca2* sobre la actividad del complejo bcl
mitocondrial. Las mitocondrias (1 mg/ml) se incubaron
en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM
pPH 7.2) a 34°C en presencia de KpHPO4 5.2 mM, roteno-
na 1 uM y durohidroqguinona 1 mM,en prefencia (371 nM)
( * ) oen ausencia {( ©° ) de ca’*.Después de 7
min. de preincubacién se agregd 0.4 mM de ADP.
Tanto a las mitocondrias incubadas en presenc%a (*)
como a las incubadas en ausencia ( + ) de ca®’. Los
E.S.(3).
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Fig. 9 Efecto del ca?* sobre la actividad del translocador
de adenin nuclebtidos en ausencia de ADP. Las mitocon
dirias (1 mg/ml) se incuban en el medioc KME (KCl 120
mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2) a 34°C, en pre-
sencia de succinato 5 mM, rotenona 1 uM, glucosa 12.5
mM y 10 pl de hexoguinasa (2 U/ml) diluida 1:4. En
prsgencia (371 nM) ( + ) o en ausencia ( ¢ ) de
ca Después de 7 min de preincubacién, se agregt
2 mM de arsenato inorgdnico. Tanto a las mitocon-
drias incubadas en presencia ( s ) como a las incu
badas en ausencia ( * ) de ca?*, "Los valores re-
presentan X & E.S.(3).



Los cambios en la osmolaridad del medio no afectan la
actividad del translocador, pero al parecer, el efecto del
ca®t es mayor en medios hipoténicos que en medios

hiperténicos (fig. 9 y 10).
Efecto_del Ca2* sobre la actividad de hidrélisis de ATP:

Con objeto de evualuar el efecto del Ca2* sobre la ATP
sintetasa, se midi6 la hidrélisis del ATP en particulas
submitocondriales, evitando de esta manera la participacién
del translocador de adenin nucleétidos. No se encontré
ningtn efecto del ca?® sobre dicha actividad (tabla 3). E1
ensayo se repitié utilizando medios con distintas
osmolaridades y tampoco se encontraron diferencias en la
actividad de hidrélisis.

Mecanismos de activacién del ca?* articipacién del K*:

Efecto de_la osmolaridad sobre la_velocidad de respiracién:

Algunos autores han propuestc gue el efecto activador del
ca?* es debido a que induce hinchamiento mitocondrial
(Halestrap, 1989). Considerando lo anterior, se registré el
consumo de oxigeno de la preparacién mitocondrial a
distintas osmolaridades con el fin de producir hinchamiento
y contraccidén en los organelos. Observamos gue tanto en el
estado 3 como en el estado 4, el consumo de oxigeno se ve
aumentado en medios hipoténicos y reducido en medios
hiperténicos, sin embargoc, el efecto del ca?* se presentd a
todas las osmolaridades ensayadas (fig. 11 y 12).Esto indica
que el efecto del catién es debido a un mecanismo
independiente del hinchamiento mitocondrial.

Dependencia del efecto_del ca2* en 1la presencia_de K* en el
medio:



Tabla 3 Efecto del ca2™ (371 nM) sobre 1la hidrélisis
de ATP en particulas submitocondriales.

mM KCl ca?t nmol ATP/min mg
20 - 247.9 % 31.59 (3)
20 . + 231.36 = 33.16 (3)

120 - 237.88 * 6€8.82 (3)
120 + 203.14 * 44,19 (3)
200 - 202.52 £ 53.92 (3)
200 + 153.59 * 35.66 (3)

Las particulas submitocondriales (1 mg/ml) fueron incubadas
en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM pH
7.4) a 34°C.en presencia de fosfoenolpiruvato 5.5 mM, NADH
5.5 _mM 5 pl de piruvate cinasa (2 U/ml) diluida 1:4 y 5 gl
de lactato deshidrogenasa (2 U/ml) diluida 1:4. Después de
dos minutos de preincubacién se agrega 4 mM de ATP. Los
valores representan X * E.S. (n). Esta actividad de
hidrélisis se mide como se describe en la metodologia.

4y
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Fig.10 Efecto del ca?* sobre la actividad del translocador

de adenin nuclebétidos en presencia de ADP. Las mito-
condrias (1 mg/ml) se incubaron en el medio KME (KCl
120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM, pH 7.2) a 34°C en
presencia de succinato 5 mM, rotenona 1 uM, glucosa
12,5 mM y 10 pl dee hexoquinasa (2 U/ml) diluida 1:4
en gresencia (371 nM) ( + ) o en ausencia ( - ) de
ca?¥, Después de 7 min. de preincubacién se agregé
2 mM de arsenato inorgénico y 0.4 mM de ADP tanto a
las mitocondrias incubadas en presencia ( = l como
a las incubadas en ausencia ( * ) de ca? Los
valores representan X * E.S. (3).
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Fig.11l Efecto del ca?* sobre la velocidad de respiracién en

el estado 4. Las mitocondrias (1 mg/ml) se incubaron
en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM
pH 7.2) a 34°C en presencia de K°HPO® 5.2 mM, succina
to 5 mM y rotenona 1 uM y en gresencia (371 nM) ( * )
o en ausencia ( + ) de ca?¥ . Los valores represen
tan el consumo de oxigeno de experimentos representa-
tivos.
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Fig.12 Efecto del ca2* sobre la velocidad de respiracién en
el estado 3. Las mitocondrias se incubaron en el me-
dioc KME (XCl 120 mM, MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM, pH 7.2
) a 34°C en presencia de KpHPO4 5.2 mM, succinato 5
mM y rotenona 1 guM y en prsfencia (372 nM) ( + } o
en ausencia { + ) de Ca“”, Después de 7 min. de
preincubacién se agregé 0.4 mM de ADP. Los valores re
presentan el consumo de oxigeno de experimentos repre
sentativos.



Como se menciond anteriormente, el efecto del ca?t sobre 1la
respiracién mitocondrial es mayor en presencia de K¥
(incubando las mitocondrias en el medio KME) gue en ausencia
de este i6n (incubande las mitocondrias en el medioc SHE)
{tabla 1), asi que decidimos evaluar que papel desempefia el
Xt en la estimulacién de la respiracidn por ca?t,

Repetimos los ensayos de consumo de oxigeno en presencia y

ausencia de ca’*

a diferentes osmolaridades, pero utilizando
efectores osméticos diferentes al K*. Encontramos que cuando
se utiliza colina o sacarosa como soporte osmético a
concentraciones equivalentes a las utilizadas de X' no hay
cambios en la velocidad de respiracién a ninguna de las
osmolaridades ensayadas, en cambio, en el estado 3 de 1la
2+

respiracién, el efecto activador del Ca se presentd en

todos estos medios (tabla 4}).
Hinchamiento mitocondrial:

Se ensay® el hinchamiento mitocondrial en diferentes
condiciones y medios para determinar la relacién que existe
entre los efectos observados y la induccién de hinchamiento
mitocondrial.

En un trazo tipico de hinchamiento mitocondrial (fig. 13),
puede observarse que las mitocondrias al entrar en contacto
con el medio de incubacién tienden a hincharse lentamente
(fig. 13 trazo a), Yy cuando se agrega el sustrato (en este
caso succinato), se hinchan mas rédpidamente (fig. 13 trazo
b). Esta velocidad de hinchamiento va disminuyendo hasta
alcanzar valores similares a los obtenides en ausencia de
sustrato. A diferencia de la adicién de sustrato, con la
adicién de ADP las mitocondrias se contraen (fig. 13 trazo
<) -



Tabla 4 Efecto del €a?* (371 nM) sobre la velocidad de
respiracidn en medios con efectores osmn6ticos distintos al
Kcl.

mM de colina ca2* ngat 0 / min mg
en el medio estado 4 estade 3
20 - 141.52 * 4.68 (3) 140.43 * 24.79 (3)
20 + 95.49 * 5.51 (3) 225.74 ¢ 1.99 (3)
120 - 60.85 # 7.71 (3) 147.88 % 14.98 (3)
120 hd 73.91 ¢ 5.17 (3) 169.51 * 12.82 (3)
200 - 92.88 =' 4.50 (3) 187.69 * 16.39 (3)
200 + 107.56 * 14.30 (3) 230.71 * 17.28 (3)
mM de sacarosa caZ* ngat 0 / min mg
en el medio estado 4 estado3l
42 - 36.07 (2) 24.05 (2)
42 + 35.61 (2) 50.29 (2)
250 - 16.39 (2) 189.68 (2)
250 + 17.49 (2) 41.54 (2)
471 - 24.05 (2) 34.98 (2)
417 - 29.51 (2) 42.63 (2)

Las mitocondrias se incubaron como en la tabla 1, pero se
sustituyd el KCl del nedio por las concentraciones indicadas
de sacarosa o colina. Los valores representan X * E.S. (n).

uq
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Fig.13 Hinchamiento mitocondrial. Las mitocondrias (1 nq/nl)

se incuban en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS 25 mM
EGTA 0.5 mM pH 7.2) a 14°C, en presencia de K;HPU4
5.2 mM, con 10 gue tienden a hincharse lentamente (a)
Después de agregar succinato 5 mM, la velocidad de
hinchamiento aumenta (b}, regresande a la velocidad
inicial (c). Al agregar ADP 0.4 mM las mitocondrias
tienden a contraerse (d). ¥ al agregar 11.8 pmol/ml
de valinomicina se hinchan completamente. E1 hincha-
miento se mide por disminucién de absorbancia a
540 nm.



Para corregir los valores obtenidos contra un maxino de
hinchamiento mitocondrial se agqregd al final de cada ensayo

valinomicina (5.64 pmol/ml) lo que produce un incremento de

la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial al k%,

con la consecuente entrada de agua y aumento del volumen
mitocondrial. Se tomé como parametro de comparacién el
hinchamiento producido por el sustrato bajo las distintas

condiciones y comparado con el 100% de hinchamiento de cada
ensayo.

Incubando a las nitocondrias en el nedioc KME, los

hinchamiento producidos por el sustrato fueron mayores en el
medio hipoténico que en los medios isoténice e hiperténico.
E1 ca2* produjo un hinchamiento adicional en cada une de
estos medios (tabla 5}, .

Al evaluar el hinchamiento mitocondrial en los medios con
soportes osméticos diferentes a K'Y,
hinchamiento mitocondrial no es mayor en condiciones
hipotdnicas, como ocurre en el medie com KV
osmético (tabla 8).
activacién de la

se encontrd gue el

como soporte
Lo anterior sugiere que el mecanismo de
respiracién por ca?t gue involucra
hinchamiento mitocondrial es dependiente de la presencia de
K* en el medio.

variando la concentracién de K'Y sin variar la osmolaridad

{sustituyendo al x* por colina), se observé un aumento de la
velocidad de respiracién tanto en estado 3 como en estado 4
a concentraciones creientes de K+ y una mayor activacidn de
la respiracién debida al Ca2* en medios con mayor contenido

de X+ (fig. _14).respiracién por ca?* que involucra
hinchamiento mitocondrial es dependiente de la presencia de
K* en el medio.

Variando la concentracién de K sin variar la osmolaridad

(sustituyendo al K¥ por colina), se observé un aumento de la



Tabla 5 Efecto del Ca’t (371 nM) scbre el hinchamiento
mitocondrial en medios con distintas osmolaridades, en
presencia de KCL como efector osmdtice.

=M KC1 ca?* t Hinchamiento

20 - . 51.62

20 + 68.237

120 - 13.50

120 + 24.50

200 - 22.79

200 + 23.58

Las mitocondrias fueron incubadas como en la figura 13, y se
calculé el porcentaje de hinchamiento producido por el
sustrato, comparado con el 100% de hinchamiento debido a 1la
adicién de valinomicina.

Tabls 6 Efecto del Ca?’ (371 nM) sobre el hinchamiento
mitocondrial en wmedios con distintas osmolaridacdes
utilizando efectores osméticos diferentes al KCl.
mM Colina caZ+ t Hinchamiento
20 - 70.50
20 + 28.. 50
120 - 12.97
120 + 11.64
200 - 23.77
200 + 15.00
2M Sadarosa ca?t * Hinchamiento
42 - 4.69
42 + 50.52
250 - 19.00
250 + 22.50
{ 417 - 54.63
| 417 + 41.57

Las mitocondrias fueron incubadas como en la tabla 5, pero
21 nzdio contenfia las concentraciones indicadas de sacarosa
© colina en vez de KCl. 54,
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Fig.14 Efecto del K'Y sobre la velocidad de Esspiracién en

presencia (371 nM) o en ausencia de Ca Las mitocopn
drias (1 mg/ml) se incuban en un medio gque contiene
MOPS 25 mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2 a 34°C con distintas
concentraciones de KCl y colina (condiciones isotoni-
cas), en presencia de K;HPO, 5.2 mM, succinato 5 mM
Yy rotenona 1 pM en presegcia (371 nM) + ) oen
ausencia ( - ) de ca’**, Después de 7 win. de pre-
incubacién se agregé 0.4 mM de ADP tanto a las mito-
condrias incubadas en presencia ( _s ) como a las in

cuabada en ausencia ( * ) de Ca2+. Los valores re-

presentan X * E.S. (3).



velocidad de respiracién tanto en estado 3 como en estado 4
a concentraciones creientes de K+ y una mayor activaciédn de
la respiracién debida al ca2* en medios con mayor contenido
de K+ (fig. 14).

papel del K+ en la activacién de la respiracién por ca®*:

La influencia que el K+ tiene sobre el efecto activador del
ca2* puede observarse también cuando se evalGa este fenémeno
en presencia de piruvato como sustrato (fig._ 15), en este
caso se utilizaron mitocondrias carentes de K+ (menos de 16
mM de K+ interno) para compararlas con las mitocondrias
contrel {100 mM de K+ interno) (tabla 7).

El ca2% produje un mayor incremento en la actividad de
piruvato deshidrogenasa en las mitocondrias control que en
las carentes de potasio. Esta activacién puede llegar a
niveles similares a los obtenidos con mitocondrias control
si se agrega K+ al medio (tabla 8).

El caz2* produjo un mayor incremento en la actividad de
piruvato deshidrogenasa en las mitocondrias control gque en
las depletadas de potasio. Esta activacién puede ser
incrementada a niveles similares a los obtenidos con
mitocondrias control si se agrega K+ al medio (tabla 8).

Esto nos sugirid® que probablemente el efecto del K+ esté
relacionado con la disponibilidad del ca2* para interactuar
con los complejos enzimidticos mitocondriales a 1los que

activa.

Medimos directamente la concentracién de ca2* libre internc
y encontramos que en las mitocondrias carentes de Kt 1a
concentracién de ca?‘ libre fué menor que en mitocondrias
control, con adiciones similares del amortiguador Caz+/EGTA
(fig. 16).



Tabla 7 Concentracién intramitocondrial de 'sa (mM) en 1
mitocondrias control y depletadas de K

Mitocondrias control

| Mitocondrias depletadas de K™

100.125 = 11.48 (4)

16.58 x 6.48 (4)

PR s . R R + -
Se midié la concentracién intramitocondrial de K° come_ =e
-

describe en la metodologia. valores representan X
E.S5.(n)
Tabla 8 Efecto del oxalato sobre_ la activacidn de la
piruvato deshidrogenasa debida al ca2* (371 nM).
nM Cca mM ac.ox&dlico nmol NADH/min mg
- - 13.29
371 - 23.58
371 9.00 10.85
371 6.00 11.06
371 3.00 14.24
371 1.50 i4.46

Ias mitocondrias fuercn incubadas como en la figura 13, paro
en presencia de diferentes concen%raciones de oxalato. Los

valores cepresentan

representativos.

la produccion de

NADH de =xperimentos
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Fig.15 Porcentaje de activacién del ca?* sobre ia actividaa

de la piruvato deshidrogenasa. Las mitocondrias (1 mg
/ml) se incuban en el medio KME (KCl 120 mM, MOPS 25
mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2} a 34°C, después de 2 nin. de
preincubacién_en presencia de las concentraciones in-
dicadas de ca?® se agregé 0.5 mM de piruvato y se re=-
gistrd la produccidén de NADH por aumento de absorban-
cia a 340-370 nm. Los valores representan la pro-~
duccién de NADH de experimentos representativos de mi
tocondrias control ( - ) y carentes de K¥ ( + ).
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Contenido intramitocondrial de ca2*. Las mitocondrias
se cargaron con fluo-3/AM como se describe en la meto
dologia. Se incubaron (1 mg/ml) en el medioc SHE (saca
rosa 250 mM, Hepes S mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2) a 25°C
en presencia de las concentraciones indicadas de calt
Y se registré la fluorescencia de la suspensién, tan-
to de las mitocondrias control ( - ) como de las
carentes de KV ( + ). Los valgres representan el con
tenido intramitocondrial de ca®*? de experimentos re-
presentativos. Estos valores fueron corregides con
los de fluorescencia méxima y minima de cada suspen-
sién, como se indica en la metodologia.
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Fig.16 Contenido intramitocondrial de ca?*. Las mitocondrias
se cargaron con fluo-3/AM como se describe en 1la meto
dologia. Se incubaron (1 mg/ml) en el medio SHE (saca
rosa 250 mM, Hepes 5 mM y EGTA 0.5 mM pH 7.2) a 25%3C
en presencia de las concentraciones indicadas de ca2*
y se registrd la fluorescencia de la suspensién, tan-
to de las mitocondrias contrel ( - ) como de las
carentes de K¥ ( + ). Los valgres representan el con
tenido intramitocondrial de ca“® de experimentos re-—
presentativos. Estos valores fueron corregidos con
los de fluorescencia méxima y minima de cada suspen-
sién, como se indica en la metodologia.




La influencia del K+ sobre la activacién de la respiracién
por ca2* no puede atribuirse a que en ausencia de K+ la
captacién de ca2® por la mitocondria esté disminuida (Ché&vez
Yy cols.,1991). Adicionalmente hicimos ensayos con oxalato,

el cual gquela al ca?* Y ohservamos que reduce su
concentracién intramitocondrial (fig. 17), produciendo un

efecto similar al obtenido con mitocondrias carentes de K+/
ya que disminuyé la activacién de la piruvato deshidrogenasa
por ca2® (Tabla 8). Esto apoya la idea de que la presencia
de K+ afecta la concentracién intramitocondrial de ca2*-

Sugerimos que este efecto del K+ se debe a que se une a
sitios aniénicos intramitocondriales de unién para caz2t y
permite gue un mayor numero de iones ca2* lipres se
encuentren disponibles para interactuar con los complejos
enzimaticos mitocondriales.

Papel del K+ en la activacién de la respiracién por Cazt’

La influencia que el K' tiene sobre el efecto activador del
ca2* puede observarse también cuando se evalia este fendémeno
en presencia de piruvato como sustrato (fig. 15}, en este
caso se utilizaron mitocondrias carentes de K+ (menos de 16
mM de K+ interno) para compararlas con las mitocondrias
control (100 mM de K+ interno) (takla 7).

El ca?* produjo un mayor incremento en la actividad de
piruvato deshidrogenasa en las mitocondrias control gque en
las carentes de potasio. Esta activacién puede ser
incrementada a niveles similares a los obtenidos con
mitocondrias control si se agrega K+ al medio (tabla 8}.

Esto nos sugirié gque probablemente el efecto del K+ esté
relacionado con la disponibilidad del Ca2' para interactuar
con los complejos enzimdticos mitocondriales a los que
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Efecto del gxalato sobre el contenido intramitocon-
drial de ca®*. las mitocondrias se cargaron con Fluo-
3/AM como se describe en la metodologia. Se incubaron
en el medio SHE (sacarosa 250 nM, Hepes S y EGTA
0.5 mM, pH 7.2) a 25°C en presencia de Ca“t 371 nM
y las concentracicnes indicadas de oxalato. Se regis-~
trd la fluorescencia de las suspensiones y se corri-
gieron los valores contra la fluorescencia méxima vy
minima como se describe en la metocdologia. Los valo-
res representan el contenido intramitocondrial de
experimentos representativos.



activa.

Medimos directamente la concentracién de Ca2* libre interno
Y encontramos que en las mitocondrias carentes de K* 1la
concentracién de ca?® lipre fué menor en las mitocondrias
carentes de K' gue en mitocondrias control, con adiciones
similares del amortiguador caz2*/EcTA (fig. 16).

La influencia del K¥ sobre la activacién de la respiracién
por ca?t no puede atribuirse a que en ausencia de kY 1la
captacién de ca?* por la mitocondria esté disminuida (Ch&vez
y cols.,1991), ya que en estas condiciones la captacién
mitocondrial de Ca2* medida con calcio radiocactivo es la
misma gque para mitocondrias control . Adicionalmente hicimos
ensayos con oxalato, el cual quela al ca?* Yy observamos gque
reduce la concentracién intramitocondrial de ca2” (fig. 17),
preoduciende un efecto similar al obtenido con mitocondrias
depletadas de K+’ ya que disminuyé la activacién de 1la
piruvato deshidrogenasa por ca2t (Tabla 8). Esto apoya 1la
idea de que la presencia de K' afecta la concentracién
intramitocondrial de ca2*-

Sugerimos gue este efecto del K* se debe a que se une a
sitios anidnicos intramitocéndriales de union para ca2* 1’4
permite gque un mayor numerc de iones ca?* lipres se
encuentren disponibles para interactuar con los complejos
enzimaticos mitocondriales, principalmente sobre el complejo
bcl mitocondrial y el acarreador de adenin nucleétidos.



Discusién
El efecto del Ca2?* sobre la fosforilacién oxidativa ha sido
estudiado ampliamente. A altas concentraciones, este ién
produce inhibicién de 1la respiracién (Jacobus y cols.,
1975), pero existe un rango de concentraciones, alrededor de
1076 M en el que induce una mixima estimulacién tanto del
consume de oxigeno como de la sintesis de ATP (Moreno-
B8&nchez, 1985a). Dicho rango de concentraciones corresponde

2+ intracelular varia en

con el rango en el que el Ca
condiciones fisiol6gicas (Murphy y cols., 1980). Por esta
razén, nuestros experimentos fueron hechos con una
concentracién de ca’t alrededor de 300 nM.

El efecto del ca?* no fue debido a un desacoplamiento

mitocondrial, ya que los controles respiratorios
permaneciercn inalterados. Se habia sugerido que éste era el
mecanismo de activacién de la respiracién por Ca2+, (Murphy,

1962), pero las concentraciones de ca2* que se usaban eran
mucho mas altas (en el range milimolar) y peor 1lo tanto
carentes de significado fisiolégico.

La entrada de ca?’

por si misma tampoco es la responsable
del aumento en la velocidad de consumo de O come algunos
autores sugerfan (Vercesi y cols., 1978), ya que si la
competencia por la energia del gradiente electroquimico de
protones fuera tan importante como para limitar la
produccién de ATP, el consumo de 0; en el estado 3 se veria
disminuido y por el contrario, fue estimulado en presencia
de ca?t
de ATP solo a altas concentraciones (en el rango milimolar).

. La entrada de ca?* limita la velocidad de sintesis

Aparentemente el ca2* tiende a salirse de la mitocondria con
largos tiempos de preincubacién, y por esto la velocidad de
respiracién fue mayor con tiempos cortos de preincubacién;
esto es congruente con el hecho de que el efecto del ca2t



fue mayor entre mis tiempo se preincubaron las mitocondrias,
ya que al contener menos Ca2¥, el ca?* que agregamos produce

una mayor estimulacién de la respiracién.

El ca?* aumento la actividad de 1a piruvato deshidrogenasa,
el acarreador de adenin nuclebdtidos y el complejo bcl
mitocondrial. Esto habia sido sugerido por otros autores
{Moreno-Sé&nchez, 1985b; Murphy Yy cols., 1990). La actividad
del translocader de adenin nucleétidos y el complejo bcl

mitocondrial parecen ser activados por el ca?t

mediante
mecanismos diferentes. En el caso de la actividad de
piruvato deshidrogenasa no se evalué el mecanismo de
activacién por ca?*, pero se conoce gue se activa mediante
un aumento en la actividad de la piruvato deshidrogenasa

fosfatasa (Hughes et.al. 1981).

El efecto del ca?* sobre el complejo bcl mitocondrial
recuerda los resultados de los primeros estudios del efecto
del ién sobre la respiracién mitocondrial (Vercesi, y cols.,
1978), en los que se utilizaban altas concentraciones de
ca2+. El ca?* incrementa el consumoc de 03, que después
disminuye hasta alcanzar la velocidad inicial, y una nueva
adicién del ién o de ADP produce este mismo efecto.
Probablemente el complejo bcl sea extremadamente sensible al
Ca2+, y uno de los principales responsables del efecto de
este ién sobre el flujo total de la via de fosforilacidn
oxidativa.

El efecto del Ca2* sobre el acarreador de adenin nucleétidos
es de gran importancia si se toma en cuenta que es un puntc
de regulacién de la via que por largo tiempo ha sido
reconocido (Williams, 1956) y que representa la comunicacién
entre la actividad citoplasmica Yy el metabolismo
mitoecondrial.

Aparentemente existe una relacién entre la captacién



mitocondrial de ca?t y la presencia de ADP (Lé&Quéc y LéQuéc,
1988). El1 ADP limita considerablemente la capacidad de 1la
mitocondria de captar ca?'. En nuestros experimentos, el
ca2* aumenté la actividad de este translocador, y tomando en
cuenta la relacién entre la presencia de ADP y la captacién
mitocondrial de ca2?*, al alcanzar cierta concentracién de
ADP se asequraria que el flujo de la via no fuera

incrementado aun mas por el ca2*,

Nuestros resultados indican gque el translocador de adenin
nucleétidos y el complejo bcl mitocondrial son les dos
puntos mds importantes de regulacién de la respiracién por
Caz+, pero no se evaluaron absolutamente todas las enzimas

gue componen a la via.

En los ensayos en presencia de succinato y rotenona se
utilizé una concentracién saturante de este sustrato, por

2+ astimule al complejo de

tanto no se puede asumir que el Ca
la succinato deshidrogenasa. El1 complejo de la citocromo
oxidasa funciona cerca de su velocidad m&xima en condiciones
saturantes de ©0j;, asi que era de esperarse gque no

2+ gobre este complejo, sin

encontraramos efecto del Ca
embargo, <c¢abe la posikilidad de que en condiciones
limitantes de 03, en algin tejido pudiera haber un efecto
del ién sobre este complejo.

2+ sobre 1la

El heche de no haber encontrado efecto del Ca
actividad de hidrélisis de ATP no excluye la posibilidad de
que el proceso de sintesis pueda ser regulado por este ién,
de hecho esto ha sido sugerido por algunos autores (Moreno-
s&nchez, 1985a), pero en sus experimentos no se excluye la
participacién de otros complejos respiratorios.

Mecanismo de activacién de la respiracién por ca2*;

Nuestros resultados indican que pueden estar involucrados en



el efecto del ca?* varios mecanismos diferentes, en los que
interviene o no la induccién de hinchamientos mitocondriales
y la presencia de K¥ en el medio.

Por un lado, a las concentracines utilizadas de ca2t (en el
rango nM) este 1i6n es capaz de provocar hinchamientos
mitocondriales, como se ha descrito para concentraciones mas
altas (Halestrap, 1989) y estos hinchamientos si estan
relacionados con el aumento en el consumo de Oy, Ya que
hinchamientos inducidos por cambios de osmolaridad producen
un efecto similar.

Por otro lado, en ciertos medios, en los que el ca?* no pudo
producir hinchamientos mitecondriales (en ausencia de k%),
el efecto activador de este idén también puede observarse,
perc solo en el estado 3 de la respiracidn. Esto sugiere gque
el efecto activador del ca?* no puede atribuirse solamente
al aumento del volumen mitocondrial, y que probablemente 1la
respiracién sea activada por este mecanismo sélo en el
estado 4 de la respiracién.

Esto se apoya por el hecho de que las condiciones en las que
se incuban las mitocondrias en los ensayos de arsenilacién
oxidativa, antes de afiadir ADP y/o arsenato son las mismas
que para evaluar la respiracién en estado 4 en el sistema
succinato-rotenona, excepto por la ausencia de fosfato en el
medio. De modo que el hecho de que no se observe efecto del
ca?* en estas condiciones pone de manifiesto la dependencia
de tal efecto en la concentracién de fosfato, necesario para
producir hichamientos mitocondriales, segin el mecanismo
descrito por Halestrap (1989).

La actividad del complejo bci mitocondrial, asi como el
consumo de oxigeno en presencia de succinato y rotenona si
son modificados por el cambio en la osmolaridad del medio,
sin embargo, la actividad del translocador de adenin



nucleétidos no.

Lo anterior sugiere que la actividad del translocador de
adenin nucleétidos es modificada por Ca?’ mediante un
mecanismo diferente a los hinchamientos mitocondriales.
Ademds, el hecho de que la actividad del complejo bcl y el
consumo de oxigeno en presencia de succinato y rotencna
también sean modificados por ca?* en los medios en los que
este ién no puede inducir hinchamientos mitocondriales,
indica que en el caso de estas dos actividades
mitocondriales, si son modificadas por ambos mecanismos de

activacién producides por ca®*.

Papel del K*_en l1a_activacién de 1a respiracién por Ca2+;

La dependencia del efecto del ca?* en el soporte osmdtico
que se utilice se debe principalmente a la presencia o
ausencia de K' en el medio, ya que los resultados son muy
similares etre los medios en que se utilizaron diferentes
soportes osméticos para sustituir al K*. No existen
evidencias en la 1literatura de que las concentraciones
intramitocondriales de K' varien en determinadas condiciones
fisiolégicas, sin embargo, es interesante desde el punto de
vista del mecanismo por medio del cudl el ca?* activa la
respiracién, como se explicé en la la seccién anterior.

Como han sugerido algqunos autores (Chdvez, 1973; Chidvez Yy
cols., 1991), el Kt tiene un importante papel en la
requlacién de la velocidad de flujo de la via, participando
en los mecanismos de acoplamiento del transporte de
electrones con la sintesis de ATP, y modificando la magnitud
del efecto gque el ca?* tijene sobre la respiracién.

Encontramos una dependencia de la velocidad de consumo de
oxigeno con la concentracién de K* en el medio. Esta
dependencia es mayor en el estado 3 que en el estade 4, lo
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cual es congruente con el papel que se ha sugerido para este
ién en el acoplamiento del transporte electrdnico con la
sintesis de ATP. Adicionalemente encontramos que el efecto
del ca?* es mayor entre mayor sea la concentracidén de Xt en
el medio, tanto sobre el consumo de O en presencia de
succinato y rotenona, como scbre la actividad de piruvato
deshidrogenasa. Esto debido a gque como indican las
concentraciones de ca’* libre interno, la concentracién de
este i6n disponible para interactuar con 1los complejos
respiratorios es mayor en presencia de XK' en el medio. Y
esto a su vez es probablemente debido a que el Kt se une a
sitios aniénicos que podrian ser ocupados por ca2* dentro de
la mitocondria. Esto esta apoyade por los experimentos en
los que se utilizd oxalato para quelar ca?* dentro de 1la
mitocondria, y disminuir la concentracién del ién en forma
libre. En estos experimentos disminuyé tanto la activacién
producida por Caz*, como la concentracién de Ca2* 1libre
interno.

E1l hecho de que el ca?* aumente el fiujo de la via de
fosforilacién oxidativa a través de varios mecanismos
diferentes sugiere que en ciertas condiciones se produzca su
efecto por unc u otro mecanismo, y abre la posibilidad de la
especificidad de tejido para el control de la via por este
ién (fig. 18).

Conclusiones

Nuestros resultados indican que el ca?* a concentraciones
fisiolégicas aumenta el flujo de la via de fosforilacién
oxidativa principalmente activando al complejo bcl
mitocondrial y al translocador de adenin nucleétidos, dentro
de la cadena respiratoria, ademd&s de su efecto sobre las
deshidrogenasas mitocondriales, como la piruvato
deshidrogenasa. En el efecto del ca2* estan involucrados dos
mecanismos independientes. Uno de ellos es esta mediado por
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4 Captacion de Ca®*

Mecanismos de regulacién de la via de fosoforila-
cién oxidativa. El ca“‘ extracelular o liberado del
reticulo sarcoplasmico, en respuesta a estimulos ex
hormonales o de otro tipo entra a la mitocondria vy
afecta el flujo de la via por dos mecanismos inde-
pendientes, uno de ellos involucra un hinchamiento
mitocondrial producido por el aumento en la concen-
tracién de PPi intramitocondrial que se produce al
bajar la actividad de la pirofosfatasa mitocondrial
El aumento en el volumen mitocondrial produce un
aumento en la oxidacién de &cidos grasos y en la ag
tividad del complejo bcl mitosondrial. Por medio de
un mecanismo diferente, el Ca * aumenta la activi-
dad de las deshidrogenasas mitocondriales y del aca
rreador de adenin nucledtidos. El aumento en la pro
duccién de ATP hace que disminuya la concentracién
intragltocondrxal de ADP, con lo que 1la captacidn
de Ca también dlsmlnuye. Esto puede interpretarse
como un ciclo de regulaciodn de la via de fosforila-
cién oxidativa debido al Ca



hinchamiento mitocondrial y es dependiente de la presencia
de K* en el medio; afecta principalmente a la respiracién en
el estado 4. El otro mecanismo no induce hinchamientos
mitocondriales, es independiente de la presencia de K en el
medio y afecta principalemente a la respiracién en el estado
3.

El X* no solo influye en el efecto del ca2t por su
participacién en la induccién de hinchamiento mitocondrial,
sino que su ausencia 1limita la concentracién de ca?® en
forma 1libre dentro de 1la mitocondria y con esto la
disponibilidad para interactuar con los complejos
mitocondriales.

Por dltimo, como se ha mencionado, la concentracién de ADP
limita la capacidad de la mnitocondria para captar ca?+
(L&oubdc vy Lé&Qubdc, 1988), esto provee a la mitocondria de un
mecanismo para gue dos medios de control de la fosforilacién
oxidativa, uno preferentemente intracelular (la
concentracién de ADP en el citoplasma), Y el otro
desencadenado por un estimulo externo (el aumento en la
concentracién de Caz“') , Se excluyan mutuanmente.
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Abreviaturas

ADP adenosin difosfato

Ars arsenato inorgénico

ATP adenosin trifosfato

BSA albGmina sérica bovina

cecep carbonilcianato-m-clorofenilhidrazona

cit. citocromo

DNA 4cido desoxiribonucléico

EGTA dcido etilenglicolbis(8-aminoetil eter)-N,N,N/,N’/-
tetracético

Hepes 4cido 4-(2-hydroxyetil)-l-piperazinasulfonico

MOPS dcido 3-(n-morfolino)propanosulfonico

Pi fosfato inorgénico

PPi pirofosfato

RNA 4cido ribonucléico

TMPD N,N,N,N’ N’ tetrametil-p-fenilendiamina

Tris Tris(hidroxietil)amino metano

u Unida de actividad enzimatica. Una unidad causa la

formacién de 1 umol de NADH por minuto a pH 8.2 y
25°C
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