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INTRODUCCION 

La célula eucariota es una estructura altamente 

organizada, la cual divide sus funciones en diferentes 

compartimientos denominados organelos. uno de ellos ha 

recibido especial atención en el área de la 

Bioenergética, particularmente porque lleva a cabo 

muchas o casi todas las reacciones de s1ntesis de 

compuestos que sirven como reservorios de energ1a 

(formación de ATP); a este orqanelo se l'e ha denominado 

como mitocondria.(fiqura I). 

La mitocondria es un organelo aerobio, 

generalmente el n11mero de ellas varia de tejido a 

tejido y se relaciona de forma directa con los 

requerimientos energéticos del mismo. su volumen 

también varia; medido in sit:u en corazón es de 0.2µ 3 

[3]. 

Poseen una cubierta formada por dos capas: Una 

membrana externa que es lisa y algo e1ástica, y una 

membrana interna que tiene pliegues internos o 

invaginaciones llamadas crestas, con un liquido acuoso 

llenando el espacio que queda entre ambas membranas; y 

en el interior del compartimiento interno se halla la 

matriz. (1-4). 



A 
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Figura 1. (A) Rcprescntaci6n da una c6lula -eucarionte de 
mamlfero, con sus respectivos organelos subcelulares: (h 
) Nü.cleo, (9) Ret1culo sarcoplásmico, (J )Aparato de golgi, (CI 
)Huclcolo, e F )Mitocondria, (e )Membrana plasm6tica, (e 
) Lisosoma. 
(D) Reprcscntaci6n de una m!tocondria y sus componentes: (el 
)Membrana externa, ( b )Membrana interna, (d)Crcstas, (e 
)Espacio intcrmernbranal, (e )Matriz. 

d 
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Membrana externa: 

Al igual que la interna se compone 

fundamentalmente por dos materiales aparte de sus 

partículas ligadas. El principal material componente es 

una proteína estructural que en su forma habitual es 

totalmente insoluble en agua, y el segundo es un 

11pido, el cual se encuentra casi ·par completo como 

fosfolipido insoluble en agua como una combinación 

estructural denominada como micela. [2]. 

Esta membrana externa es rica en fosfo11pidos, y 

contiene una apreciable cantidad de colesterol, además 

es permeable a la mayoría de los iones y moléculas 

porque contiene muchas copias de porina, una proteina 

transmembranal con un gran ·poro, la cual permite el 

paso libre de sustancias con peso molecular menor a 

10,000 Da. [1,5]. 

En ésta porción se situan diversas enzimas, tales 

como el sistema NADH-citocromo c oxidoreductasa y las 

enzimas del ciclo de los Acidos tricarbox11icos (ciclo­

TCA), o ciclo de Krebs, de bajo peso molecular. (Tabla 

I). [3]. 

Membrana interna: 

como se mencionó, contiene fundamentalmente dos 

componentes en común con la membrana externa; una 

proteína de alto peso molecular y un llpido, am~os 

insolubles en agua. [2]. 



6 

En contraste con la membrana externa, la interna 

es intrínsecamente impermeable a casi todos los· iones y 

moléculas polares, ya que es extremadamente rica en 

(la relación lipido-proteinas es proteínas, 

0.27:J..O), y un gran nWnero de ellas funcionan 

acarreadores. [1,5]. 

de 

como 

La membrana interna mitocondrial contiene una serie de 

pliegues internos o invaginaciones llamadas crestas, 

éstas var!an en níimero y en estructura seglln el tipo de 

célula.(4]. Sobre las crestas se situan·un gran ntímero 

de enzimas involucradas en diversos aspectos 

metab6licos, contiene a la mayor parte de la actividad 

del sistema de la succinato deshidrogenasa, de la 

citocromo-oxidasa y de la ATP sintetasa, además 

contiene casi en su totalidad a las enzimas que forman 

parte de la cadena respiratoria. (3].(Tabla I) 

Bapaoio intraaeabranal: 

El espacio intramembranal está ubicado entre la 

membrana interna y externa, éste tiene aproximadamente 

la misma composición iónica que el citosol(SJ y sirve 

de comunicación entre las dos membranas, proporcionando 

·a 1as enzimas que se hallan en éstas los cata1izadores 

auxiliares conocidos como coenzimas. [3].(Tabla I). 
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Matriz mitocondrial: 

Consiste de una fase gelatinosa, que contiene 

aproximadamente el 50% de proteína mitocondrial, parte 

de la cual se halla organizada a un ret1culo ligado, 

seg1in parece, a la superficie interna de la membrana 

interior. [4]. 

Contiene, al igual que las anteriores, diversas 

enzimas involucradas en diferentes procesos metabólicos 

tales como las enzimas responsables del ciclo-TCA, y de 

la oxidación de los ácidos grasos (Tabla I). La matriz 

también contiene varias cadenas de DNA circular, 

ribosomas y enzimas requeridas para la bios1ntesis de 

prote!nas, codificadas por el genoma mitocondrial.[5]. 
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Tabla I. Localización de las enzimas mitocondria1es, y 

coenzimas proteicos. 

Compartimiento 

Mitocondrial. 

1.Membrana externa. 

Enzimas. 

Monoamino-oxidasa. [4,5]. 

AcilcoenzimaA-sintetasa. [5]. 

Sistema de elongaci6n de 

ácidos grasos.· [5]. 

Glicerol fosfato acil trans­

-f erasa. [5]. 

Colina fosfotransferasa. [5]. 

Fosfolipasa A. [4,5). 

Nucle6sido difosfocinasa. [5] 

NADH-deshidrogenasa~ [4]. 

2.Espacio intramembranal. Adenilato cinasa. [4,5). 

3.Membrana interna. 

Nucle6sido difosfocinasa. [5) 

Sulfito-oxidasa. [5]. 

Citocromos b,c,c1,a,a3. (5]. 

NADH-Deshidrogenasas. [5]. 

Succinato-Deshidrogenasa [5]. 

Ubiquinona. [5]. 

Flavoprote1na transferidora 

de electrones. [5]. 
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Tabla r. (continuación) • Localización de las enzimas 

mitocondriales, y coenzimas proteicos. 

Compartimiento 

Mitocondrial. 

Enzimas. 

ATPasa, F0 •F1- ATPsintetasa. 

[5]. 

8- Hidroxibutirato-Deshidro­

-genasa. [5]. 

carnitina -palmit1ltransfe­

-rasa. [5]. 

Sistema de elongación de 

ácidos grasos. [5]. 

Translocasa de ATP/ADP. [5]. 

Translocasa de Fosfatos (Pi)/ 

OH-. [5]. 

Translocasa de dicarboxilos. 

[5]. 

Translocasa de tricarboxilos. 

[5]. 

Translocasa de ~-cetoglutara-

-to. [5]. 

Translocasa de piruvato. 

[5]. 

Translocasa de glutamato-



J.O 

Tabla.I. (continuación). Localización de las en.zimas 

mitocondriales y coenzimas proteicos. 

compartimiento 

Mitocondrial. 

4 .Matriz. 

Enzimas. 

aspartato. [5]. 

Piruvato- Deshidrogenasa. [5] 

Citrato-sintetasa. [4,5]. 

Aconitasa. [5J. 

Isocitrato-Deshidrogenasa. 

[4,5]. 

Fumarasa. [4,5]. 

~-cetoglutarato-Deshidrogena­

-sa. [5]. 

Malato-Deshidrogenasa. [4,5]. 

Sistema de oxidación de 

~cides grasos. [4,5]. 

Fosfopiruvato-'carboxilasa.[5] 

Glutamato-Oeshidrogenasa. 

[4,5]. 

Aspartato y glutamato amino­

-transferasa. [4,5]. 

Ornitina transcarbamilasa.[5] 

Carbamilfosfatosintetasa I. 

[5]. 
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Dentro de todos los procesos metabólicos llevados 

a cabo por este organelo quizá el de mayor importancia 

es la oxidación de sustratos v!a ciclo- TCA, acoplado a 

la cadena respiratoria, y fosforílaci6n-oxidativa. 

(figura.2). 

Cadena respiratoria: 

La cadena respiratoria puede definirse como una 

secuencia lineal de acarreadores de electrones con tres 

regiones separadas donde la energ!a redox puede ser 

conservada en la s!nteais de ATP (6]; ésta consiste de 

un ensamblaje de más de veinte acarreadores de 

electrones, junto con un número inespec1fico de 

péptidos estructurales.[6]. 

Como se mencionó, la cadena respiratoria está 

compuesta de diversas tipos de moléculas que se han 

dividido en dos grandes grupos: El primero se ha 

nombrado como grupo de componentes de tipo no 

citocr6mico, y el segundo, como el grupo de componentes 

de tipo citocr6mico. (3). 

Componentes no-citocr6micos: 

A su vez se subdivide en los siguientes subgrupos: 

a.Deshidrogenasas: 

1.Nicot!n aden1n dinucle6tido (NAO+¡, y 1os 

nicot1n amida aden1n dinucleótido fosfato (NADP+), 

constan de un dinucle6tido que contiene una molécula de 



,. 
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nicot1n amida y adenina con dos moléculas de 

fosfato. [3]. 

su estructura general es la siguiente: 

o 
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Las formas funcionales son las 8-glicosiladas; la 

reducción enzimática ocurre en posición 4 del anillo de 

nicotin amida. Las formas oxidadas tienen una absorción 

máxima en 260nm, y 330nm, y las reducidas en 460nm.[3). 

2.Prote1nas especificas: 

i.Malato-Oeshidrogenasa: cataliza la siguiente 

reacción: 

L-malato + NAO+ ------> Oxaloacetato + NADH+H+ 

Tiene como inhibidor natural al oxaloacetato, esta 

inhibición es de tipo irreversible, aunque algunos 

autores mencionan que es de tipo mixto, competitiva y 

no competitiva. [3). 

Actualmente existen tres isoenzimas activas: 

*Isoenzima A. Dimero con.dos subunidades X . 

*Isoenzima B. Hibrido dimérico con una subunidad 

X, y una Y. 

*Isoenzima c. Dlmero con dos subunidades Y. (3]. 

ii.Glutamato-Deshidrogenasa: cataliza la siguiente 

reacción: 

L-glutamato+H20+NAD+------>2-oxoglutarato+NH3+NADH+H+ 

Entre los inhibidores de esta enzima se encuentran 

el GTP, (que es el más poderoso), GDP, y ATP; mientras 

que el ADP la activa. La coenzima reducida (NADH) 

también inhibe, pero su eficacia se incrementa en 

presencia de GTP o GOP. su mon6mero activo puede 

constituirse de seis a ocho subunidades.[3]. 
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iii.L8-Isocitrato-Deshidrogenasa: La reaCci6n 

catalizada por esta enzima es la siguiente. 

L6 -isocitrato+NAD+ ------> 2-oxoglutarato+C02+NADH+H+ 

Existe una enzima de tipo citoplásmico con 

especificidad para NADP+, y una mitocondrial con 

especificidad para NAO+; que se activan con Mn2+ y Mg2+ 

respectivamente. Se activa por ADP, por elevación de 

las concentraciones de isocitrato y de NAO+. Se inhibe 

por NADH . y por ATP de forma competitiva, e 

incrementando las concentraciones de Mn2·+. [ 3] . 

iv.3-Hidroxibutirato-Deshidrogenasa: Cataliza la 

siguiente reacción: 

D-3-hidroxibutirato+NAO+------>acetoacetato+NADH+H+ 

Posee como coenzima al NAO+, se inhibe de forma 

competitiva con elevadas concentraciones de propano! y 

benzimidasÓl. [3]. 

3.NAD(P) Transhidrogenasas: Se encargan de 

catalizar la siguiente reacción: 

NADPH + NAO+ ------> NADP+ + NADH 

No es sensible a inhibidores excepto a p-cloro­

mercuribenzoato a elevadas concentraciones (> 4. SmM), 

se activa por Mg2+ y ATP. 

b.Flavoproteinas: 

1. Flav1n mononucleótido (FMN) y flav1n aden1n 

dinucleótido (FAD) : Su estructura general es la 

siguiente: 



o UCOHH:i. 
11 ",,o~l -o-p-o M 

OH OH 

o 

~~Ñ 
\ .. ~ .. ~ 

-o-P-o~ 11 
o 

OH OH 

l.6 

Las dos propiedades de ambas coenzimas que revisten 

especial atención es la absorci6n de luz y 

fluorescencia; el espectro de emisión muestra un máximo 

en 264, 375, y 450nm. La absorbencia máxima es en 
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450nm. [3]. 

2.Enzimas especificas: 

i.succinato-Deshidrogenasa: Cataliza la siguiente 

reacción: 

succinato + FAD ------> fumarato + FADH2 

Se encuentra formando parte de lo que se conoce 

como complejo II mitocondrial y transfiere electrones 

del succinato. Este complejo consiste de cuatro 

polipéptidos, el más grande de los cuáles corresponde a 

la succinato-deshidrogenasa ; el complejo II contiene a 

el citocromo-b la enzima principal (succinato-

deshidrogenasa) también contiene hierro, pero no· ligado 

a un grupo heme, y grupos sulfuro en su sitio activo; 

es por ello que es sensible a inhibición por p-cloro­

mercuribenzoato. Se inhibe de forma competitiva por o­

clorosuccinato, y D-metilsuccinato as! como también por 

malonato. Tiene una Km para su sustrato de 2. s*io-4 -

5. 3*10-4M. [3,6]. 

ii.NADH-Ubiquinona-óxidoreductasa:· Se encarga de 

catalizar la siguiente reacción: 

NADH + H+ + FMN ------> FMNH2 + NAD+ 

Este se ha denominado como complejo I 

mitocondrial. Tiene un pM de aproximadamente 850,000 

Da, por lo que es un complejo enzimático muy grande y 

puede aceptar un solo electr6n para formar un 

intermediario semiquinoide. Posee diversos grupos Fe-s 
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que funcionan como transferidores de 

electrones.(1,6,59). 

Los electrones del NADH entran a la cadena a este 

nivel transfiriéndolos a su grupo prostético (FMN) y 

éste, a su vez, los transfiere a los sitios Fe-s de la 

enzima, los cuales son transferidos a la coenzima Q o 

ubiquinona; que se reduce a ubiquinol por la 

adquisición de estos dos electrones. La coenzima Q al 

ser altamente no polar, difunde a través de la parte 

hidrocarbonada de la membrana interna .mitocondrial 

participando como acarreador móvil de electrones que 

une a los complejos I, y II con el III mediante el 

"ciclo Q".[l,6]. 

e.Acarreadores y ATP-sintetasa: 

!.Acarreadores: 

i.Acarreador de ATP/ADP: El ATP o ADP no difunden 

libremente a travás de la membrana interna 

mitocondrial. Necesitan de una proteína transportadora, 

que se ha denominado como acarreador de ATP/ADP, 

translocasa de ATP/ADP, o translocasa de aden!n 

nucle6tidos. (l]. 

Los flujos de ATP y ADP están acoplados de tal 

forma que el ADP ingresa a la matriz mitocondrial 

solamente si el ATP existe, y viceversa. La reacción 

catalizada por el acarreador es la siguiente [1,6]: 

ADPc3 - + ATPm4 - ------> ADPmJ- + ATPc4-
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La estequiometr1a del intercambio es 1: i. La 

translocasa es un d1mero de idénticas subunidades de 

JOKDa, y contiene un solo sitio de uni6n de nucle6tidos 

con caras alternativas para la matriz y el citosol de 

la mitocondria. El ATP y ADP son unidos con la misma 

afinidad. [1,6]. 

El acarreador puede existir en dos estados, los 

cuales difieren en la orientaci6n de su ünico sitio 

para uni6n a nucle6tidos: El estado c 1 , en el cual el 

sitio de uni6n es accesible desde el citosol; y el 

estado M, en el cuál su sitio catalitico se encuentra 

accesible en la matriz mitocondrial.[6]. 

La translocasa es abundante, constituyendo 

aproximadamente el 14% de la protelna membranal. [1], 

ii.Acarreador de Fosfatos (Pi) : Cataliza el 

transporte electroneutro de H2Po4 - por OH- o por un 

symport de un H+, los dos indistinguibles [6]. 

2.ATP-sintetasa: Contiene nueve polipéptidos 

diferentes, varios de los cuales son ·presentados en 

mQltiples copias, el complejo puede ser considerado en 

dos mitades: La parte que constituye el sitio 

catal1tico de la s1ntesis de ATP, denominado como F¡ en 

mitocondrias; el resto son protelnas hidrof6bicas que 

tienen a su cargo conducir protones a través de las dos 

caras de la membrana, esta porción es denominada como 

F0 [1,6]. 
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F1 ~osee un pM de J20KDa, y puede ser disociada en 

varias subunidades que son: el , 6, 't , J , y é . La 

subunidad 8 se asume que pueda ser el sitio catal1tico 

de la enzima y la cS parece requerirse para mantener 

unidas a F0 y F1. Hay un inhibidor natural de la 

sintetasa que previene de que el ATP sea hidrolizado. 

[1,6). 

Componentes oitocr6micos: 

a.Citocromo b: 

La reacción catalizada por este citocromo es la 

siguiente (1): cit-b 

QH· + QH· ------> QH2 + Q 

Este citocromo se encuentra cercano a las 

deshidrogenasas y participa directamente en la 

oxidación de NADH. Tiene un papel fundamental de 

acarreador y tranferidor de electrones, participa en la 

reducción del citocromo c. (J]. 

otra de sus funciones es la de catalizar la 

transferencia de electrones del ubiquinol a el 

citocromo 01 1 para ello el citQcromo b contiene dos 

grupos heme idénticos con diferentes afinidades para 

electrones, uno de ellos es llamado b-566, y el otro b-

562 (1). 
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El citocromo b se encuentra formando parte (en 

trazas) de un complejo mitocondrial denominado como 

complejo II o complejo succinato-ubiquinol­

oxidoreductasa, y del complejo III; este componente 

tiene un máximo de absorción en 526nm. [3,6,59]. 

b.Citocromo c: 

su función es la de reducir a la citocromo 

oxidasa, tiene como grupo prostético al heme; este 

citocromo e se puede resolver en dos tipos de 

citocromos, el e y el c1.[6]. 

El citocromo-c1 es una proteína integral del 

complejo III, mientras que el e es una proteína 

periférica sobre la cara e de la membrana y une a el 

complejo III con la citocromo-o><idasa. [6]. El 

homopéptido tiene una emisi6n má><ima en estado reducido 

a 415, 521, y ssorun. En su espectro de abs'orci6n los 

picos má><imos son de 418, 524 y 554nm. [3]. 

El citocromo-c se encuentra formando parte de lo 

que se ha denominado complejo III mitocondrial, junto 

con los citocromos-b y una sola prote!na Fe-s 

electropositiva; se cree que el citocromo-c1 contenga 

una proteína de tipo estructural, ya que se inactiva 

por tripsina. [6]. 

c.citocromo-oxidasa: 

su función es la de oxidar el citocromo e, con la 

consecuente reducción del oxigeno molecular a agua, y 
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bombear protones de la matriz mitocondrial a1 lado 

citos61ico; la reacción que cataliza es la siguiente. 

[1, 3, 6, 59]: cit.aa3 

4cit-c (2+) + 4H+ + o 2 ------> 4cit-c (3+) + 2H20 

Está formada de los citocromos a y a3, por lo que 

también se denomina como citocromo aa3 • [1,3,6). 

También está integrada por un grupo heme y un 

grupo de porfirina. Los heme se dividen en heme-a~, y 

hemo-aa, los cuales muestran marcadas diferencias y se 

unen a otra proteína por medio de átomos de 

cobre.[1,3]. 

El ferrocitocromo-c dona sus electrones a el hemo­

a ot y entonces uno de ellos es transferido a el hemo­

a3s para que el oxigeno molecular se reduzca en una 

serie de pasos hasta dar dos moléculas de agua.[1]. 

La enzima tiene un espectro de absorción con un 

m~ximo en 279nm. [3]. 

Xnbibidores de cadena respiratoria: 

La caracterización completa de la cadena 

respiratoria y de otras rutas ~n gran medida se ha 

podido realizar mediante el empleo de diversos 

inhibidores metabólicos de diferentes tipos, as!, de 

los inhibidores clásicos de cadena respiratoria se 

tienen los siguientes: 

1.Antimicina A: Existen fundamentalmente cuatro 

tipos, los más utilizados son: La antimicina Ai y la 
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antimicina A3, las cuales se distinguen por poseer un 

radical (grupo R) n-hexil y n-butil respectivamente 

[3]. 

Este inhibidor actúa espec1ficamente entre los 

citocromos-b y c 1 , incrementando la reducción del 

citocromo-b y bloqueando la reducción del citocromo-c1 , 

previniendo de la bomba de H+ del sitio II, y tiene una 

inhibición media máxima a la concentración de 5*10-BM 

en mitocondrias de corazón. Se clasifica dentro del 

grupo de inhibidores irreversibles.[1,3,6]. 

2. Cianuro: Este inhibidor es quizá de los más 

clásicos para el sistema de la citocromo oxidasa, que 

es donde se localiza su sitio de acción especifico, 

muestra una Ko.s de 5*10-7M en mitocondrias de corazón. 

Se describen dos sitios de unión para el cianuro a 

nivel de la oxidasa, presentando una inhibiciOn de tipo 

no competitiva.[3]. 

3.Rotenona: su inhibición es de tipo irreversible 

y especifica, ésta actúa a nivel de los grupos hemo sin 

hierro de la NADH-deshidrogenasa o sitio I [1,3]. 

4. Oligomicina: Corresponde a el tipo de 

inhibidores derivados de antibióticos, que bloquea de 

forma irreversible y especifica la s1ntesis de ATP por 

interferir con la utilización del gradiente de a+ 

[1,6]. 
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5. carboxiatractil6sido: Es un gluc6sido de 

plantas, que se une especificamente a la translocasa de 

forma irreversible cuando tiene el sitio de uni6n de 

nucleótidos fuera de la membrana interna mitocondrial 

(estado C1), la fosforilaci6n oxidativa se detiene 

rápidamente después de su inhibición mostrando que la 

translocasa es esencial [1]. 

6. Mersalil: Es un agente mercurial que tiene la 

capacidad de inhibir especif icamente a el acarreador de 

fosfatos. [6]. 

Los procesos de cadena respiratoria, síntesis de 

ATP y oxidación de sustratos, como fenómenos aislados 

carecerían de significado fisiológico y muchos de ellos 

no podrían llevarse a cabo. Debido a ello, estos 

procesos se integran o acoplan en un tercero denominado 

como fosforilaci6n oxidativa. 

Existen diversas teorías que tratan de explicar 

como es que se lleva a cabo el acoplamineto entre estos 

sistemas, pero sin duda alguna, de todas ellas la que 

má.s aceptación ha tenido es una . teor1a propuesta por 

Peter Mitchell en 1961 denominada como Hip6tesis 

Quimiosm6tica.[l,6]. 

Hip6teais Quillliosm6tiaa: 

El dogma central de la hip6tesis quimiosm6tica 

propone que el transporte de electrones y la s!ntesis 

de ATP están acoplados por un potencial electroqu1mico 
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de H+ ( /!> µH+) a través de la membrana interna 

mitocondrial por un intermediario covalente de alta 

energ1a, o una conformaci6n proteica activada. [1,6]. 

En este modelo la transferencia de electrones a 

través de la cadena respiratoria y ·1a sintesis de ATP 

están catalizadas por bombas de H+ separadas y 

reversibles desde la matriz hasta el otro lado de la 

membrana interna mitocondrial. La concentraci6n de H+ 

empieza a ser más elevada en el lado citos6lico y un 

potencial eléctrico (b0) es generado. [1,6]. 

Mitchell postuló que la.fuerza motora de H+ maneja 

la s1ntesis de ATP por el complejo ATPasa. (fig.3). En 

esencia el evento primario conservador de energ1a en 

este modelo es el movimiento de H+ a través de la 

membrana interna mitocondrial.[l]. 

La hipótesis quimiosm6tica también incluye un 

postulado para la existencia de sistemas de transporte 

en los cuales los metabolitos son transportados como 

especies neutras, junto con H+, o en intercambio con 

OH-. [6]. 
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Fig.3. Acoplamiento electroqu1mico de protones. El ATP 

es continuamente removido por el consumo de ATP 

citos6lico, mientras AµH+ es continuamente reemplazado 

por la cadena respiratoria. 
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Transporta da calcio mitocondrial: 

otro de los procesos que se llevan a cabo en la 

mitocondria, y que ha adquirido la atención de un gran 

n(imero de investigadores es el transporte de calcio 

mitocondrial. (figura.4). 

El f en6meno de transporte de calcio se cree que es 

vital para el buen funcionamiento de el metabolismo 

mitocondrial y celular, ya que el calcio puede modular 

diversas actividades de ciertas enzimas claves para el 

metabolismo intermediario; aun má.s, este catión puede 

verse involucrado en el mecanismo de transducción de 

seftal funcionando como segundo mensajero, liberado por 

reservorios intracelulares de calcio como son la 

mitocondria y el retlculo sarcoplásmico; además de 

jugar un papel muy importante en la contracción 

muscular, y de estar acoplado a el· circuito 

guimiosmótico de a+ ya que cada ciclo completo del ca2+ 

involucra la entrada de na+. 

z. znterralaci6n entra al transporta da ca2+ y da a+: 

El potencial de membrana (t. 0) , componente del 

potencial electroqulmico de protones (Aµa+), fluctua 

entre 1so-1somv, y puede servir para acumular ca2+ por 

un unyport hasta un máximo de 100-lSOnmol/mgp (con una 

concentración de ca2+ libre en la matriz de 6.4-

16.3nmol/mgp), esta cantidad puede ser incrementada en 

presencia de aniones permeantes que penetran a la 
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mitocondria para precipitar ca2+ como sal insoluble 

[7 ,l.0,14]. 

La fuerza motora actual para la acumulación de 

ca2+ es el potencial electroqu1mico de ca2+ ( A µca2+ 

) • [7]. 

La captación de ca2+ es reversible y requiere de 

la generación del A"' por expulsión de H+ ligados a la 

respiración o hidrólisis de ATP [9,10], por esta razón, 

una limitante para la acumulación de ca2+ se debe a la 

alcalinización de la matriz; la capacidad de regular el 

pH por la matriz es aproximadamente 2onm de H+ /unidad 

de pH * mg de proteina (mgp), obteniéndose un .0.pH de 2 

unidades disminuyendo el 11.Ql a l.20mv. [7]. 

Por cada ca2+ acumulado existe la salida neta de 

dos H+. [3'1] • Se ha asumido que la captación de ca2+ es 

de inherente prioridad sobre la fosforilación de ADP. 

Puesto que la reacción catalizada por la ATP-sintetasa 

es reversible, la disminuci6n transitoria del A J.'H+, 

durante la captación de ca2+, puede ser prevenido por 

la s!ntesis de ATP pero puede resultar en una rápida 

hidrólisis de la matriz. [7]. 

Los a+ arrojados por la actividad ATPasa deben ser 

adicionados a los H+ ·sacados por la cadena 

respiratoria, para dar un balance de movimiento de 

iones, entonces una aparente "superestequiometr1a" es 

mostrada. [7]. 
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rr. Bl unyporter de ca2+, 

a. Evidencia para un mecanismo mediado· por un 

unypoter: La insensibilidad a oligomicina por parte de 

la respiración, que soporta la captación de ca2 +, y la 

sensibilidad de la captación de ca2+ dirigida por la 

hidrólisis de ATP para el inhibidor proveen de 

evidencia clásica para que el proceso dependa 

directamente del AµH+· (7, 19]. 

La capacidad que poseen ciertos iones y 

policationes para inhibir el transporte de ca2+ como 

sr2 +, La3+ y RR, indican la presencia de un acarreador 

especifico para ca2+ (10]. 

En ausencia de aniones permeantes, dos a+ aparecen 

en el medio por cada ca2+ acumulado, pero no es 

definitivo para un mecanismo de ca2 + /2H+. Por otra 

parte, la estequiometr1a K+ /O, que es dos· veces la 

estequiometr1a de la acumulación del ca2+, da un 

soporte para el modelo del unyporter ca2+¡2H+. (7]. 

b.Dependencia de la [ca2+¡ externo: Existe una 

fuerte dependencia sigmoidal de ca2 + sobre la actividad 

del unyporter, ya que la actividad del mismo es 

influenciada por la ¡ca2+¡ externo ((Ca2+¡ 0 ), pH, 

temperatura, b.e e inhibidores. En la mayor parte de los 

estudios in vitre, el transporte de 

unidireccional, y el ca2+ interno ( ¡ca2+Jml 

regular al acarreador. (7,18]. 

ca2 + es 

no parece 
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Todas las técnicas han mostrado que la actividad 

del unyporter es altamente dependiente del ca2+ 

extramitocondrial y muestra 

ca2 +-unyporter mayor de 

una Kd para 

50µM [14]. 

el complejo 

La mayor 

controversia es la Km para el unyporter; sin embargo, 

es dudoso si una constante de Michaelis tiene algün 

significado en el contexto de la ·captación de ca2+ 

mitocondrial; primeramente porque la actividad del 

unyporter es influenciada no solo por la [ca2+1 0 sino 

también por la magnitud del potencial electroqu1mico 

del ca2+ (Allca2+) ¡ y segundo porque el unyporter no 

tiene claramente definida una "Vmax"· (7]. 

La cinética para el unyporter es de tipo 

sigmoideo, y podr1a deberse a un mecanismo no 

reconocido de eflujo independiente. La sigmoidicidad, 

implica que la actividad del unyporter se incrementa de 

forma directamente proporcional a la [Ca2 +1 0 , pero en 

general el unyporter carece de Vmax y la saturación de 

la curva a elevadas concentraciones de ca2+ es debida a 

otros pasos limitantes. A pesar de todo esto se reporta 

una Km para el proceso de SµM (7,12]. 

e.Dependencia del pH externo: Es aceptado que la 

actividad del unyporter se incrementa con elevaciones 

del pH externo comprendidos en el rango de 7-B, aunque 

no es la única actividad afectada por el pH, ya que 

existen reportes de que el eflujo también se afecta y 
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muestra un pH óptimo de 7.0 [7,18). 

En mitocondrias de corazón, una disminución del pH 

de 8 a 6. 5 resulta en un gran incremento del aflujo 

dependiente de Na+ sin afectar en mayor grado a el 

eflujo independiente del ión, por lo que éste Qltimo se 

reporta como insensible a el pH [23,24,54). 

d.Oependencia de la temperatura: No es totalmente 

claro el efecto de la temperatura sobre el unyporter, 

pero se ha observado que su activación disminuye 

incrementando la temperatura [7), y que la cinética 

cambia de hiperbólica a sigmoidal cuando esta disminuye 

de 30ºC a lOºC [19]. 

se ha observado que la ruta de aflujo es más 

sensible a cambios en la temperatura que la del 

unyporter [ 18 J • 

e.Dependencia sobre 6.cn Los gradientes ae ca2+ son 

generados por potenciales de difusión, y se ha 

observado que cuando las velocidades de captaci6n de 

ca2 + son incrementadas por la (ca2+3 0 existe una 

depresión del A <O y a [Ca2+1 0 elevadas el A.<0 puede 

disminuir hasta llegar a ser menor de 1oomv. El 

gradiente de concentrac~6n de ca2+ y bei son cada uno 

componentes de todos los potenciales electroquimicos 

del ca2+. [18, 19). 

También se ha reportado que las cinéticas del 

unyporter cambian cuando la mitocondria ha perdido 
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transitoriamente el b.0, lo cual apoya el hecho de que 

el influjo dependa directamente del~~ [20). 

f.Dependencia sobre el estado redox mitocondrial: 

En diversos estudios se ha observado que la reducción 

del NADP+ puede ser ligada con una inhibici6n del 

eflujo de ca2+, lo cuál no ocurre con el NAD+, por lo 

que se ha sugerido que las reacciones dependientes de 

NADP+ son parte de un mecanismo fisiol6gico regulador 

de la salida y retenci6n de ca2+ [42,44). 

g.Inhibidores del unyporter: El rojo de rutenio 

(RR) es un complejo inorgánico hexavalente de rutenio, 

el cual fue el primero en introducirse como una 

glicoprote1na histoqu1mica. Este inhibe al unyporter 

con un alto grado de especificidad sin disminuir el ~~ 

y es utilizado en concentraciones que fluctuan entre 2-

5nmol/mgp [11,21). 

La inhibici6n es de tipo no competitiva con una Ki 

de 3*10-8M [7,39). Con concentraciones de RR que 

sobrepasan los Snmol/mgp se puede inhibir el ef lujo de 

ca2+ dependiente de Na+ [20). 

Concentraciones elevadas de RR (>lOnmol/mgp) 

pueden inhibir el estado 4 de la respiraci6n 

mitocondrial, al igual que a la ATP-sintetasa, por lo 

que se le ha descrito un efecto dual que interfiere con 

el transporte de ca2+ y con la respiraci6n mitocondrial 

[40). 
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El unyporter puede ser inhibido también por 

lantánidos, aunque éstos son menos especificas que el 

RR y también inhiben las rutas independientes y 

dependientes de Na+. La unión de lpmol/mgp de La3+ es 

suficiente para inhibir a el unyporter en mitocondrias 

de hígado y corazón [7,19]. 

La potencia de los lantánidos se incrementa cuando 

disminuye el radio atómico no hidratado del La3+ 

(1.15A) hasta el Tm3+ (0.95A). son efectivos para 

mitocondrias de corazón en concentraciones que fluctuan 

entre 1-2pmol/mgp (19]. 

El Mg2+ puede inhibir la captación de ca2+ 

compitiendo por la energ1a y sitios de unión 

mitocondriales, interfiriendo con la energía ligada a 

el transporte de ca2+ e incrementando hasta tres veces 

la Km par~ ca2+ (12,15]. su efecto se satura a (Mg 2+¡ 

que fluctuan entre 1-1.SmM libre, todo ello sin afectar 

las rutas de eflujo (21,41). 

Por esta capacidad de inhibir el fnflujo de ca2+, 

y al encontrarse en concentraciones de 0.9mM in vivo se 

piensa que podría funcionar como regulador de la 

capacidad mitocondrial de remover ca2+ citosólico (10). 

La inhibición inducida por el Mg2+ se ha descrito 

como competitiva (23). 

El Mg2+ puede tener un efecto protector sobre la 

fosforilación oxida ti va mitocondrial durante la 
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acumulación de ca2+ y alterar la respuesta de 

mitocondrias de corazón a la adición simultánea de ca2+ 

y ADP por esto se piensa que el efecto protector del 

Mg2+ se ejerce a nivel de un estado intermediario de 

alta energ1a, de tal forma que no toda la energ!a 

generada por el transporte de electrones pueda ser 

dirigida exclusivamente a la captaci6n de ca2+ [41,44]. 

h. Ion6foros de ca2+: Uno de los principales 

ion6foros de ca2+ es el A2J187 el cuál, a bajas 

concentraciones, no ejerce efecto sobre la acumulación 

de ca2+ ya que actQa como un canal en la membrana 

mitocondrial y solamente facilita el equilibrio del 

gradiente de ca2+ en la mitocondria, y parece ser que 

el eflujo de ca2+ causado por-el ion6foro es compensado 

incrementando la captaci6n de ca2+ [9,41,54]. 

Este ion6foro produce una salida del 30%, pero al 

adicionarse junto con el RR puede sacar todo el ca2+ 

intramitocondrial (41]. 

La valinomicina no tiene un efecto per se sobre 

los movimientos de ca2 +, . ya que. solamente induce la 

salida de este i6n en medios que contienen K+, por lo 

que su efecto sobre el transporte de ca2 + se debe a una 

reducci6n en el 6co (9]. 

La nigericina también puede causar eflujos de ca2+ 

mitocondriales incrementando el 6µH+ y disminuyendo el 

pH (9]. 
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zzz.La naturaleza del unyporter: 

La dificultad de saturación del unyporter por 

ca2 +, la relativamente baja especificidad para 

cationes, el elevado na.mero de recambio deducido del 

pequeflo nW.ero de sitios de unión a La3+ y el bajo 

coeficiente de temperatura, todos favorecen el 

mecanismo de un canal, particularmente por que la 

actividad es retenida a temperaturas bajo cero cuando, 

si fuese un mecanismo convencional de acarreador m6vil, 

se esperaría que fuese inmovilizado. (7]. 

La habilidad de la glicoproteína para unirse al RR 

e inhibir la captación de ca2+, ha promovido la 

investigación acerca del papel de las glicoproteínas 

sobre el transporte de ca2+; de tal forma que se han 

realizado diversos intentos para aislar y purificar al 

unyporter (7]. 

En 1972 se aisló un factor soluble por los 

Doctores Puyou y Lehninger [7,BJ capaz de unir ca2+ con 

alta afinidad. Este factor fue obtenido a partir de 

extractos acuosos de mitocondrias de hígado. conten1a 

una proteina con pM de 67KDa y la unión del ca2+ a esta 

proteína podía inhibirse con La3+ y RR, pero no por 

inhibidores respiratorios o desacoplantes (B]. 

carafoli, Sottocasa y cols., aislan otra proteína 

que posee la capacidad de unir ca2+ a sitios de alta y 

baja afinidad, esta prote1na se encuentra presente en 
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membranas mitocondriales y/o espacio intramembranal 

pero no en la matriz, y parece corresponder a un 

acarreador móvil o inm6vil especifico para recibir 

ca 2 +. Esta proteína muestra ser muy semejante a la 

aislada por los Ores. PUyou y Lehninger [10]. 

XV.Mecanismos de ef1ujo de ca2 +: 

Actualmente se han descrito fundamentalmente tres 

mecanismos de eflujo de ca2+, que operan en condiciones 

fisiológicas y podrian jugar un papel fundamental en la 

regulación de la concentración de ca2 + 

intramitocondrial, y posiblemente pudiese existir un 

cuarto mecanismo del cual se tiene poca evidencia. 

El primero de ellos consta de un intercambio 

Na+¡ca2+, el segundo de un .. intercambio H+/ca2+ y el 

tercero de un poro de salida de ca2+ sensible a 

ciclosporina (fig.4) [7,19]. 

a.Rutas dependientes de Na+: Las rutas de eflujo 

en mitocondrias de tejidos excitables como corazón, 

müsculo esquelético, cerebro, glándula parótida, 

corteza adrena1, y tejido adiposo café son todas 

fuertemente activadas por 1a adici6n de Na+ con una 

activación media m~xima a concentraciones entre 6-SmM 

de Na+ externo, el efecto se reporta como no saturable 

[ 12, 16, 25]. y muestra diferentes actividades 

dependiendo del tejido y especie al cual pertenezcan 

las mitocondrias, de tal forma se han llegado a 
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establecer las diferentes actividades de los 

antyporters Na+ /Ca2+ en diferentes especies y· tejidos 

(3l., 38]: 

Tejido 

Corteza adrenal de bovino 

Corazón de rata 

Cerebro de rata 

Tejido adiposo café de hamster 

Müsculo esquelético de conejo 

Glándula par6tida de bovino 

Tejido adiposo café de conejo 

Müsculo esquelético de pato 

Corteza renal de rata 

Pulmón de rata 

H1gado de rata 

Actividad a 20ºC 

(nmol de ca2+¡min•mgp) 

l.l 

9 

8 

5 

3 

3 

2-3 

l. 

l. 

l. 

Los antyporters H+/ca2+ y Na+/ca2+ catalizan el 

eflujo de ca2+ dirigido por la combinaci6n de unl:l.µH+ y 

unAµca2+ para formar un.O.µNa+ yAµca2+ (23]. 

·Algunos estudios muestran que la velocidad de 

salida de ca2+ es proporcional a la cantidad de Na+ que 
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ingresa a la rnitocondria [10]. Cuando el RR es afiadido 

a éstas después de la acumulación de ca2+ (en un medio 

libre de Na+) solamente se observa un pequefio eflujo y 

la salida total de ca2+ dependiente de Na+ solo es 

completa si esta presente el RR (25]. El mantenimiento 

de un A~ elevado y el que la velocidad de respiración 

sea más rápida en ausencia de RR demuestran que cada 

eflujo debe ocurrir por un mecanismo diferente al del 

unyporter. [7,19]. 

La ruta de eflujo en corazón ha sido muy 

estudiada, y asi se ha establecido que posee un 

coeficiente de Hill de 2, lo que sugiere que la ruta es 

electroneutra al final implicando posiblemente una 

estequiometr1a de 2Na+¡1ca2:': la cuál es dificil de 

medir por la operación rápida de un antyporter Na+¡H+ 

[12,21]. La estequiometr1a de 2Na+¡ica2+ para este 

aflujo fue demostrada en 1980 por Affoler y cols [26]. 

Este eflujo esta mediado por un antyporter 

especifico y posee una velocidad máxima de salida de 

ca2+ de o.2snrnol de ca2+¡s•mgp. en mitocondrias de 

corazón [11,12]. 

El eflujo de ca2+ puede ser inhibido 

significativamente (pero no totalmente) por 

concentraciones de 7-lSµM de ca2+ externo. Por lo 

anterior se cree que en corazón puedan existir dos 

tipos de.mitocondrias unas con un antyporter sensible a 
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ca2+ externo y otras insensibles a él. Esta inhibición 

parcial conlleva a una disminución del 70% en el valor 

de Vmax para el antyporter por lo que el ca2+ externo 

podría ser un inhibidor parcial, no competitivo con 

respecto a el Na+ (28,48]. 

Las cinéticas del antyporter sugieren que el Na+y 

el ca2+ deben ser unidos a él simultáneamente para que 

se lleve a cabo el eflujo (21]. 

En la célula viviente la actividad del antyporter 

Na+;ca2+ depende de (23]: 

!.Las concentraciones de ca2+ citos6lico. 

ii.La presencia y concentración de efectores positivos 

o negativos. 

iii.La concentración de ca2 + libre en la matriz. 

La concentración intracelular de Na+ libre es menor 

a o. 2mM y varria de acuerdo a el potencial· de acción 

cardiaco (23,35]. 

Recientemente se reportó que los gradientes de Na+ 

mantenidos a través de la membrana mitocondrial son 

dependientes del A pH y del intercambiador Na+ /H+ 

endógeno (35]. 

El K+ no puede reemplazar a el Na+ en el eflujo 

inducido en presencia de RR, y esto probablemente se 

deba a que existe una baja actividad del intercambiador 

K+/H+ en la membrana interna de estas mit?condriaG [7]; 

aunque el Li+ si puede reemplazar a el Na+ pero con 
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menor eficiencia (aproximadamente del 70% con respecto 

al Na+¡ (19,23]. 

Aunque el K+ no puede reemplazar a el Na+ si puede 

incrementar las velocidades de aflujo, la activación se 

describe como alostérica con respecto a el antyporter 

Na+¡ca2 + [23]. 

La estimulaci6n por K+ es dé el 240%: con una 

concentraci6n final de K+ de 15mM, esta activaci6n 

podr!a ser un fenómeno saturable con una Km de 17-19mM 

(27]. 

El K+ causa un pequefto incremento en la Vmax y a 

concentraciones de 120mM mejora la potencia inhibitoria 

del ca2 + externo (28]. 

Se ha propuesto un .- mecanismo de intercambio 

ca2 +¡ca2+, el cual puede funcionar en ausencia de Na+ 

por la acci6n combinada del antyporter Na+ ¡a+ con los 

antyporters a+¡ca2+ o Na+¡a+ (fig.4), pero al momento 

de agregar Na+ este intercambio se inhibe dando lugar 

al intercambio Na+¡ca 2+ (12]. 

El pequeño eflujo observado en mitocondrias de 

corazón en ausencia de Na+ podría deberse a una ruta de 

eflujo independiente de Na+. Esta muestra baja 

sensibilidad a lant&nidos (7], por lo que probablemente 

se pueda involucrar un eflujo H+/ca2+. 

b. Inhibidores del antyporter Na+ ¡ca2+: Se ha 

reportado una acci6n selectiva de un gran nCimero de 
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drogas capaces de inhibir a el antyporter Na+ /Ca2 + en 

mitocondrias de cerebro y corazón. Los probados han 

sido: Diltiazem, diazepan, prenilamina, y nifedipina 

como la más potente. En mitocondrias de h1gado la 

prenilamina mostr6 una alta selectividad para el 

antyporter Na+ /ca2 + sobre el sistema independiente de 

Na+ [19]. 

La titulación del eflujo de ca2+ con diltiazem en 

mitocondrias de corazón muestra una gran sensibilidad 

del aflujo dependiente de Na+ y una pequella 

sensibilidad en el aflujo independiente de este ión, la 

Ki de diltiazem para el primer proceso es de 5µM, y 

concentraciones mayores de 1mM resul.tan en una 

depresi6n del eflujo independiente de Na+. La 

estructura del diltiazem es la siguiente (2~,_45J: 



Estructura del diltiazem (cis-(+)-3-(acetiloxi)-5-

[2-(dimetilamino) etil]-2, 3-dihidro-2-( 4-meto><i-·fenil) -

1,5-benzotiazepina-4-(5H)-ona). 

El diltiazem no influencia la captación de ca2 + y 

su isómero 1-cis es mucho menos efectivo para producir 

la inhibición. El fármaco en concentraciones mayores de 

320µM inhibe la captación de ca2 + y la fosforilación 

o><idativa [45,46]. 

Se ha descrito que el diltiazem también es un 

excelente antagonista para canales de· ca2+, y ejerce 

sus efectos de manera independiente de la concentraci6n 

de ca2+ e><terno [46]. 

El tetrafenilfosfonio (TPP) y an&logos son 

potentes inhibidores del eflujo dependiente de Na+. El 

50% de la inhibición ocurre a concentraciones de TPP 

superiores a JµM, y puede llegar a inhibir· aunque en 

otras concentraciones a el ef lujo de ca2+ independiente 

de Na+. El tipo de inhibición es una mezcla entre 

competitiva y no competitiva, predominando esta última. 

La Ki para la inhibición es de 0.2µM [21]. 

La colina puede inhibir el eflujo de ca2+ 

dependiente de Na+; la inhibición se describe como 

alostérica [23]. 

e.Rutas independientes de Na+: El RR induce un 

eflujo neto de ca2+ en rnitocondrias de higado, rifión y 

pulmón en ausencia de Na+. Y existe controversia acerca 
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de que esta salida de ca2+ se deba directamente a la 

salida de uno o más protones, ya que podr1a actuar un 

symporter ca2 + /Fosfato (Pi) junto con el antyporter 

Pi/OH- [7). 

Evidencia circunstancial para un antyporter 

ca2 +/nH+ proviene de la observación que la inducción de 

qradientes transitorios de pH a través de la membrana 

interna por la adición de ácidos que pueden afectar la 

acumulación de ca2+ por la mitocondria de una manera 

insensible a RR durante y no de la respiraci6n. La 

evidencia más fuerte de que el eflujo en h1gado no 

tiene un requerimiento obligado de Pi es la obser.vaci6n 

de que la velocidad de eflujo inducida por RR en 

mitocondrias de h1gado es .verdaderamente más rápida 

cuando las mitocondrias han sido extensamente 

depletadas de Pi [7,43,54]. 

Un eflujo paralelo pero independiente podr1a 

predecirse por eso; un aflujo· neto de ca2+ podría 

requerir la disociaci6n del compl.ejo Ca3 (P04) 2 de l.a 

matriz, provocando un incremento en la [Ca2+Jm junto 

con la acidificación de ésta, resultando en un ef1ujo 

de ca2+ que se intercambia por H+ [7]. 

En 1990 Rottenberg y Marbach demuestran la 

existencia y estequiometr1a del intercambio de ca2+ 

independiente de Na+; sus evidencias son claras y.entre 

las m&s importantes se encuentran el que la velocidad 
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de eflujo de ca2+ dependa sobre la magnitud del ll•pH la 

cuál es fuerte a elevados .<>pH donde 26pH>>6pca .. A bajos 

valores de 2ApH, donde 6pH es semejante a Apea, la 

dependencia es moderada. 

fuertemente la noción de que 

Esta evidencia soporta 

(a) El sistema de eflujo 

independinte de Na+ existe y (b) El proceso es 

catalizado por un acarreador de intercambio 

electroneutro ca2+¡2H+ (34]. 

d.Poro de salida de ca2+ sensible a ciclosporina: 

El descubrirnento de este tercer mecanismo es reciente, 

por ello la caracterización del mismo no es totalmente 

completa. 

Este mecanismo se empezó a evidenciar por estudios 

realizados con etanol (et-OH) sobre el transporte de 

ca2+ mitocondrial, en donde se observaba una pérdida de 

ca2+ intramitocondrial y una disminución en la 

capacidad de transportar y acumular ca2+ por 

mitocondrias de ratas alcohólicas (29,69,130). 

otras evidencias que apoyan el mecanismo del poro 

provienen de la observación de que grandes cantidades 

de ca2+ causan un incremento en la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial, pero hasta ahora no es claro si 

la salida de ca2+ se deba a la activación del poro o a 

una salida mediada por 11pidos [34,68,69]. 

Recientemente se ha encontrado que la droga 

inmunosupresora ciclosporina A (ele-A) es un potente 
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inhibidor de este poro de salida de ca2+. El poro de 

salida de ca2+ también muestra sensibilidad a ADP y 

Mg2+, además, el proceso parece estar interrelacionado 

conla PLA2 [34,37,67,68]. 

En 1991 Rottenberg y Marbach reportan una 

inhibición del eflujo de ca2+ independiente de Na+ por 

et-OH mientras el dependiente del ión sufria una 

estimulaci6n de más de 10 veces, y concluyen que el 

eflujo de ca2+ independiente de Na+ es parcialmente 

debido a la activación de un poro no especifico 

sensible a ciclosporina [36]. 

El intercambio Na+¡ca2+ es estimulado a 

concentraciones relativamente bajas de et-OH y su 

efecto se satura con o. 2M, .. por lo que es claro un 

efecto especifico del et-OH sobre el intercambio 

Na+ /Ca2+ más que un efecto del mismo sobre el poro 

sensible a ciclosporina [36]. 

El et-OH no afecta la Km para Na+, por lo que 

tampoco afecta la interacción del Na+ con su respectivo 

antyporter y el efecto no p~rece modificarse en 

presencia de espermina y es posible que el et-OH inhiba 

especificamente la activaci6n de la PLA2 para la 

formación del poro [36]. 

e. Un posible cuarto mecanismo de salida de ca2 +: 

Existen reportados una serie de estudios que involucran 

un mecanismo de eflujo de ca2+ que promueve un 
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i11cremento inespec1fico en la permeabilidad de la 

membrana interna mitocondrial, el cual se encuentra 

estrechamente relacionado con el mecanismo que 

involucra la formación del poro de salida de ca2+ 

sensible a ciclosporina. 

En 1985 Broekemeir y cols., reportan una salida 

inespec1fica de ca2+ producida aparentemente por 

oxaloacetato, palmitoilCoA, hidroper6xidos, 

reactivos sulfidrilo e inhibidores de la glutation 

reductasa mitocondrial. Esta salida era acompafiada por 

un incremento inespecifico de la permeabilidad en la 

membrana interna mitocondrial [30]. 

En esa misma investigación se llega a la 

conclusión de que la activación de la PLA2 dependiente 

de ca2+ se encuentra involucrada en el efecto, y que el 

efecto no se observaba en presencia· de N-

oleoiletanolamida, trifluoroperazina y diltiazem entre 

otros [30]. 

En 1989 el grupo de Rustenbeck y Lenzen observan 

que los licidos grasos y en especial el araquid6nico 

tienen cierto efecto sobre el transporte de ca2+ 

mitocondrial. En sus experimentos observan que este 

ácido puede inhibir a el unyporter e inducir la salida 

de ca2+ intramitocondrial, además, que esta salida se 

incrementaba al adicionar Na+ o RR a el medio y que la 

espermina no podia revertir el efecto el cual se 
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acompafia con una disminución en el A~ por inhibición de 

la conductancia transmembranal del K+ [32). 

Ellos observan que el efecto excluye a los ácidos 

trans-no saturados y que los ácidos grasos más 

efectivos son los cis-no saturados, mostrando una 

inhibición media máxima del influjo de ca2+ con 

concentraciones menores de lOOµM [32]·. 

Este fenómeno de salida de ca2 + también involucra 

a la PLA2 debido a que la enzima puede producir una 

mezcla de ácidos grasos activos e inactivas que afectan 

a el transporte de ca2+ mitocondrial [32]. 

El fenómeno también incluye a los lisofosfolipidos 

con el siguiente orden de potencia: 

Lisofosfatidilcolina 1isofosfatid1lglicerol > 

lisofosfatidilinositol > lisofosfatidil serina >> 

lisofosfatid1letanolamina, lo cuál indica que cambios 

en el transporte de ca2+ inducidos por lisofosfol1pidos 

son mediados por la interacción de estos con 1a 

membrana mitocondrial mediante la activación de la PLA2 

y fosfolipasa e [33). 

Los lisofosfol1pidos también disminuyeron el 6.rtJ 

con el mismo orden de potencia lo cual podr1a ser la 

causa del eflujo de ca2+ inducido por estas moléculas 

(33). 

f.El eflujo disminuye el potencial electroquímico 

del ca2+ (4µca2+): La fuerza motora para la captación 
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de ca2+ via unyporter es el 6.µca2+, y se acompaña por 

un descenso en el 00 o una disminución en la 

concentración de ca2+ intrarnitocondrial ([Ca2+] 0 ), 

estos efectos son exclusivos del eflujo dependiente de 

Na+. El colapso del t:::t. 0 seguido de la adición de un 

translocador de H+ induce un ef lujo rápido de ca2+ el 

cuál también se observa en presencia de Pi por 

disociación rápida del complejo Ca3(P04)2 (19,26,54). 

g.Efecto del Pi sobre el transporte de ca2+ 

mitocondrial: Se han observado descargas de ca2+ 

después de intervalos de 2-2omin en medios que 

contienen Pi debido a la capacidad de este anión de 

provocar el hinchamiento y deterioro mitocondrial. Esta 

descarga es dependiente del tiempo y autoacelerante 

(7). 

Se ha observado que el Pi posee la capacidad de 

disminuir el .o.., y que se acompal\a de un eflujo 

posterior de ca2+ y del mismo Pi, y que es suficiente 

una concentración de Pi de O.JmM para inhibir el eflujo 

de ca2+ un 50% en mitocondrias de h1gado (52,53). 

Descargas espontáneas de ca2+ en medios con Pi son 

asociadas con una secuencia de eventos catastróficos 

que incluyen (7): 

* Una permeabilidad no especifica incrementada de la 

membrana interna; 

* Hinchamiento de la matriz; 
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* Pérdida de K+ y Mg2+ de la matriz; 

* Pérdida de aden1n nucle6tidos de la matriz; 

oxidación o hidrólisis de nucleótidos de nicot1n 

amida de la matriz con un eflujo de nicot1n amida; 

* Activación de la fosfolipasa A2 intramitocondrial y 

acumulación de ácidos grasos no saturados, y; 

* Colapso del i0.0. 

v. Xnterrelaci6n entre e1 transporte de ca2 + y la 

translocasa de adanin-nucle6tidos: 

Desde hace tiempo se sabe que los aden1n­

nucleótidos (AdN) determinan la capacidad de la 

mitocondria para acumular y retener grandes cantidades 

de ca2+. Debido a ello, se especula acerca de una 

interrelación entre el transporte de ca2+ y la 

translocasa de AdN. 

Se ha sugerido que los AdN protegen a la 

mitocondria del hinchamiento inducido por Pi, lo cual 

dafi.a a la barrera de permeabilidad impuesta por la 

membrana interna [37]. 

El Mg2 + externo puede inhib.ir el eflujo de AdN en 

presencia o ausencia de CAT por lo que el Mg2+ y ADP 

muestran ser complementarios en prevenir los aflujos de 

Mg2+ y AdN por Pi [47]. 

Los agentes que previenen del eflujo de Mg2+ y de 

AdN también inducen una limitación en la capacidad 

elemental de acumular y retener ca2+, lo cual confirma 
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el papel fundamental del Mg2+ y AdN en preservar las 

propiedades nativas de permeabilidad de la membrana 

interna mitocondrial [47). 

Estudios realizados con CAT demuestran que este 

promueve la pérdida de ca2+ en mitocondrias de corazón, 

mientras que el ácido boncreico (AB) inhibe este 

eflujo, lo cuál sugiere que la unión del ADP por la 

translocasa esta involucrado en este efecto (37]. 

cuando se adiciona ADP + cic-A se mejora el efecto 

del primero sobre la captación de ca2+, lo cuál indica 

que el ADP mejora el transporte de ca2+ directamente 

estimulando la captación electrogénica [37). 

En el mismo estudio se observó que el AB per se 

estimula el transporte de ca2+ de manera análoga a el 

ADP, lo cuál sugiere que la estimulación del transporte 

de ca2+ es debida a la localización de la translocasa 

en un estado conf ormacional particular denominado como 

M. El estudio muestra que la simple localización de la 

translocasa en estado M es suficiente para estimular el 

transporte de ca2+ [37). 

El efecto estimulador de la conformación del 

translocador sobre la captación de ca2+ se debe a un 

incremento en la carga negativa de la superficie [37]. 
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vx. El papel de las poliaminas sobra el transporte de 

ca2+ mitocondrial: 

Las poliaminas se encuentran en condiciones 

normales en diferentes tejidos y sobre éstos pueden 

tener diferentes efectos; uno de los más importantes es 

la capacidad de incrementar la captación de ca2+ 

rnitocondrial. 

La espermina tiene una Ko.s para el transporte de 

ca2+ que fluctua entre 50-170µM y muestra una 

saturaci6n en la concentraci6n de o. 2mM, se ha 

encontrado que la espermidina puede activar pero con 

menor eficiencia (5-10 veces) que la espermina, y la 

putrecina es totalmente inefectiva (49]. 

La espermina disminuye la Km para el transporte de 

ca2+ e incrementa la velocidad máxima aparente. Sin 

espermina en mitocondrias de cerebro el aflujo 

independiente de Na+ se incrementa rápidamente en forma 

paralela a incrementos en la (Ca2+¡ 0 , mientras que en 

su presencia el aflujo independiente de Na+ es muy 

bajo, mejorando la capacidad amortiguadora de las 

mitocondrias [51]. 

El hecho de que la espermina incremente la 

captación de ca2+ mitocondrial, sugiere que ésta inhibe 

el aflujo de ca2+ (49]. 

En 1989 Rottenberg rep.orta que los efectos de la 

espermina se deben por su unión a sitios reguladores 
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asociados a el unyporter mitocondrial produciendO una 

activación alostérica del mecanismo de captación de 

ca2 + y que su efecto mejora si se afiade ADP al medio en 

el caso de mitocondrias de cerebro además de que el 

efecto se modula por Mg2+ [50,51]. 

La espermina puede jugar un papel fisiológico 

importante en la regulación de la concentraci6n de ca2 + 

intramitocondrial debido a que no altera ninguna 

función del transporte de ca2+ mitocondrial y a que 

actüa en concentraciones comprendidas en niveles 

celulares, pero algunos autores indican que la 

presencia de la misma es irrelevante para la capacidad 

amortiguadora de ca2+ de la mitocondria in vivo 

[49,50]. 

vxx. Ciclo del ca2+. La integraci6n del unyporter y la 

ruta de eflujo: 

a. La regulación en estado estacionario de la 

¡ca2+Jm: La actividad de la ruta de eflujo es 

independiente del ca2+ total en la matr.iz en presencia 

de Pi· El punto en el cual la captación y eflujo se 

encuentran en un balance puede ser logrado a elevadas 

[Ca2+1 0 por la activación de la ruta de aflujo o por 

inhibici6n del unyporter, una disminución en el b <Z> 

después de la captación de ca2+ via unyporter, activa 

el eflujo independiente de RR (7). 



54 

El agotamiento del Pi endógeno provoca que la 

[Ca2+lm se incremente marcadamente debido a la 

incapacidad de formar ca3 (P04 ) 2 y éste per se activa la 

ruta de eflujo. La combinación de los dos factores 

mencionados provoca un gran incremento en el aflujo 

inducido por RR [7]. 

b. La regulación del contenido de ca2+ en la 

matriz y su papel fisiológico: La ¡ca2+Jm es mantenida 

mediante la formación de complejos de Ca3(P04)2, por la 

velocidad de respiración, por la actividad de los 

antyporters y por la membrana plasmática [7,i9,23]. 

Esta regulación ocurre in vivo y representa un 

papel mayoritario para las rutas de transporte 

mitocondrial, para controlar·· la actividad de ciertas 

deshidrogenasas (DHs) de la matriz dependientes de 

ca2+, aunque la función de la mitocondria como sistema 

buffer de ca2 + no es fácil de comprender [i7,59]. 

El ca2+ incrementa la actividad de tres DHs 

intramitocondriales claves en el metabolismo oxidativo 

en concentraciones de ca2+ comprendidas entre 0.1-lOµM, 

lo cual muestra que el ca2+ puede ser un regulador 

importante en el metabolismo, sobre .todo en 

mitocondrias de mam1fero [DJ. Si esta suposición es 

cierta, entonces la función del ciclo del ca2+ en la 

membrana interna mitocondrial podr1a tener un 

significado important1simo en la determinación de la 
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concentración de [Ca2+lm· 

El complejo de la piruvato-DH (PDH) de fuentes de 

mamifero puede activarse por ca2+ en presencia de Mg2+ 

saturante utilizando amortiguadores de ca2+ /EGTA con 

una Ko.s cercana a 1µ.M; el Na+ y Mg 2+ incrementan 

aproximadamente 4 veces el valor de Ko.5 (13,55,56,61). 

El efecto del ca2+ sobre la piruvato-DH se 

acompafia de un incremento en el valor de Vmax efectiva 

del complejo [7]. 

El efecto del ca2 + sobre la isocitrato-DH (ICDH) y 

sobre la ~-cetoglutarato-DH (¿-cGDH) se acompafia de una 

disminución en el valor de Km para sus respectivos 

sustratos (1-SµM y 2.7µ.M) sin afectar el valor de Vmax, 

ambas enzimas muestran una Ko.s para ca2+ de lµM 

[13,58,59]. 

En ausencia de ca2+, el Na+ o Mg2+ ·no tienen 

efecto sobre la oxidación de "-cetoglutarato c.i-cg)' 

pero a una concentraci6n de ca2+ de 50nM la presencia 

de alguno de ellos disminuyó notablemente la velocidad 

de oxidación del sustrato y este efecto se pierde 

cuando la [Ca2+1 0 es mayor a 210nM, aunque se 

incrementa la Ko.s para ca2+ hasta un valor de 320nM 

[58]. 

El 50% de activación para la ot. -CGDH se da en 

aproximadamente 0.5nrnol de ca2+¡mgp cuando el medio 

contiene Pi+Mg2+ y esta actividad es máxima cuando el 



56 

ca2 + alcanza niveles de 2nmol/mgp [16,64]. 

se ha mostrado que el control de la .t -CGDH en 

mitocondrias de corazón por ca2+ funciona en el rango 

de 2nM-1.2µM de ca2+ libre, lo cuál también se cumple 

para la PDH. Esto es importante, ya que esa 

concentración se ubica en el rango f isiol6gico de ca2+ 

mitocondrial irnpl:i,cando la posible regulación del 

metabolismo oxidativo por este organelo [16,62]. 

El efecto del ca2 + sobre la ICDH puede ser 

modificada por la presencia de ADP en el medio debido a 

que la enzima posee un sitio de unión al nucle6tido que 

disminuye la sensibilidad de la enzima a el catión 

[57J. 

Estudios recientes sugieren que el ca2+ pueda 

interaccionar de forma positiva con algunas de las 

enzimas que integran la cadena respiratoria, hasta 

ahora se ha sugerido que pueda activar a el acarreador 

de AdN, ATP-.sintetasa y complejo b-c1 [90, 94,98). 

vrrr. Modulación hormonal del ciclo del ca2 +: 

El status hormonal inmediatamente antes de morir 

puede afectar un gran na.mero de propiedades 

mitocondriales. Se ha investigado la acción del 

glucagon en células perfundidas y en mitocondriás 

aisladas de hlgado encontrando que se incrementa el 

metabolismo de piruvato en estado J de la respiración 

asi como el contenido total de adenln nucle6tidos, se 
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activa el ciclo-TCA, la ATP-sintetasa, y el antyp0rter 

Na+ /Ca2+ [7]. 

El glucagon también puede activar a el antyporter 

Na+¡ca2+ ¡22¡. 

La fenilef rina tiene la capacidad de disminuir la 

[ca2 +Jm e incrementarla aproximadamente dos veces en 

mitocondrias aisladas. Esto indica que la interacción 

de la fenilefrina con los receptores~1 de la membrana 

plasmática en h1gado resultan en un rápido incremento 

en la afinidad de sitios de unión a ca2 + 

mitocondriales, la hormona disminuye la Km para ca2+ 

aproximadamente el 50%, esto no se observa con glucagon 

[14]. 

La isoprenalina estimula la actividad del 

antyporter Na+¡ca2+ en un 50% sin afectar a el sistema 

de eflujo independiente de Na+ [22). 

También se ha reportado una activación <(. -

adrenérgica del unyporter de ca2+ en mitocondrias de 

corazón obtenidas a partir del órgano ·perfundido con 

adrenalina o fenilefrina, estas hormonas también 

incrementan la velocidad de oxidación de succinato y 

NADH [7]. 

La metoxamina y adrenalina no causan una elevaci6n 

significativa del A<0 durante la velocidad de influjo, 

lo cuál indica que las propiedades cinéticas del 

unyporter mitocondrial en corazón podr1an ser 
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modificadas por un mecanismo ot-adrenérgico (22). 

La administración de adrenalina a corazones 

perfundidos de ratas desencadena una activación de la 

POH y oL-CGDH, este efecto es abolido por Na+ y es 

sensible a diltiazem (19). 

Las prostaqlandinas y en especial la 

prostaglandina El pueden inducir la pérdida de ca2+ 

intramitocondrial, y se ha sugerido que podr1an actuar 

como ion6foros de ca2+ naturales [10]. 

Todo esto indica que las propiedades cinéticas del 

antyporter y unyporter podr1an responder a dos 

diferentes condiciones: La primera de ellas constituye 

el estado hormonal del tejido, y la segunda a el estado 

energético de las mismas mitocondrias (22). 



Capitulo l: 
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1.1.llHTECEDEN'rES 

La continua adaptación de la célula viva a los 

cambios ambientales es una condición indispensable para 

su preservación. La necesidad de mantener la constancia 

del medio intracelular u homeostasis celular requiere 

de mecanismos de control metabólico capaces de ajustar 

el funcionamiento celular a esos cambios externos. Por 

ello existe un constante interés en como este organismo 

puede mantener dicha homeostasis. Diversas teor!as que 

abordan estos temas han sido desarrolladas, pero la 

inf ormaci6n que la mayor parte de ellas proporciona es 

limitada, ya que sólo evaluan de una forma cualitativa 

los mecanismos que controlan la homeostasis sin 

considerar la contribuci6n de los factores que también 

podrían estar involucra~os en el control de la misma. 

Una de las teor!as más interesantes que abordan el 

estudio de estos temas es, sin duda alguna, la 

desarrollada simultáneamente en 1973 por H. Kacser y 

J.A. Burns en Escocia y Heinrich y Rapoport en Alemania 

la cual se ha denominado como Teor1a de control 

Metabólico(?0,71]. 
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1.1.1.Teoria de Contro1 Metab61ico: 

Esta teoria de análisis metabólico· ensaya 

cuantitativamente el grado de control ejercido por cada 

paso en una via metab6lica y establece la base teórica 

para la evaluación de la interrelación entre 

actividades enzimáticas relativas y su contribución a 

el contol ejercido sobre el flujo de la ruta [72,78). 

La teoria se puede aplicar a cualquier sucesión 

lineal, bloqueada o ciclica de translocaciones de 

salutes y transformaciones 

organelo subcelular, célula, 

cualquier complejidad [73). 

químicas en cualquier 

tejido u organismo de 

El análisis de estos autores propone que las 

variables de una via metabólica son los niveles de 

matabolitos y que en el estado estacionario, las 

concentraciones de los intermediarios no varian con el 

tiempo, puesto que cada uno de ellos ha alcanzado un 

balance de formaci6n y remoción que depende de la 

actividad de todas las enzimas; por esto, las 

concentraciones de los intermediarios y los flujos 

están determinados por los parámetros del sitema 

[73.,73). 

El flujo es una propiedad sistémica, pues la 

disminuci6n de la actividad de una enzima a cero 

resulta en la anulaci6n de la v1a y las cuestiones 
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acerca de su regulación no pueden ser contestadas 

estudiando una etapa aislada. Los parámetros del 

sistema están representados por las constantes 

enzimáticas determinadas genéticamente como constante 

de Michaelis (Km), la constante catal1tica (Kcat), las 

constantes de inhibición (Ki), etc [70,71.,74,75]. 

La evaluación cuantitativa del dontrol de flujo se 

logra mediante la estimación del coeficiente de control 

de flujo (Ci) y los coeficientes de elasticidad (~) 

[70,71.,72]. 

1.1.1.1.coefioiente de Control. de Flujo: 

Es posible evaluar la magnitud de los efectos de 

una variación sobre alguna de las enzimas que integran 

una v1a metabólica mediante .. 1a inducción de pequef\os 

cambios en la actividad de una enzima dada (aE1/Ei) y 

midiendo el flujo del nuevo estado estacionario (aF/F). 

La comparación de estas medidas 

cambio inducido en la enzima 

(70,71,72]: 

aF/F = Ci aEi/Ei 

representa c6mo el 

afecta al flujo 

Y de la ecuación anterior se puede obtener: 

Ci = Ei/F aF/aE1 

La constante de proporcionalidad Ci describe 

cuantitativamente que tan sensible es el flujo a 

cambios en una de las enzimas que integran la via y fue 

denominado originalmente como coeficiente de 
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sensibilidad, pero en 1984 se denominó como coef ic'iente 

de control de flujo por el Comité de Nomenclatura de la 

Unión de Bioquimica Internacional [74,81]. 

Una pequet"í.a variación en la actividad de una 

enzima dada, que resulta en un gran impacto sobre el 

flujo, indica que esa enzima posee un elevado valor de 

Ci y por lo tanto ejerce control significativo sobre el 

flujo de la ruta. En contraste, cuando una variación 

prolongada en una enzima no da como resultado una 

modificación significativa de todo el flujo, indica que 

esa enzima no ejerce control y por lo tanto posee un 

valor de Ci pequefio [72,81]. 

La velocidad de una reacción enzimática siempre es 

una función lineal de la concentración de enzima y del 

número de recambio, sin importar que tan compleja sea 

ésta. En el estado estacionario, se cumple la' siguiente 

expresi6n [70,71,72,73]: 

i=n 
:ECi = 1 
l 

Este postulado se ha denominado como la propiedad 

de la sumatoria [70] y tiene una serie de importantes 

consecuencias [70,71,72,75]: 

a) cuando la actividad de una enzima determinada 

cambia, el valor de los ci puede cambiar también de tal 

forma que la nueva distribución de control que sea 

establecida pueda dar nuevamente la unidad. 
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b) Los ci son positivos, pues se podrán generar 

coeficientes negativos sólo en v!as metabólicas que 

eventualmente tuvieran fugas. Bajo estas circunstancias 

la suma de los ci puede ser mayor a uno. 

e) si un coeficiente tiene un valor cercano a la 

unidad, el resto serán muy pequefios. 

1.1.1.2.Madioi6n cuantitativa da los ·ci: 

Se han propuesto tres metodologlas para evaluar 

cuantitativamente los ci y todos se fundamentan en 

variar la concentración efectiva de enzima para su 

cálculo: 

1. El grupo de Kacser ha utilizado la variaci6n 

genética de mutantes de Neurospora crassa para 

manipular las concentraciones de las enzimas de la 

bios1ntesis de arginina y urea (80,81). 

2. Diversos investigadores han disefiado modelos 

matemáticas adecuados que posteriormente son evaluados 

experimentalmente a través de la medición de alqunas 

constantes cinéticas (76,79). 

Uno de estos métodos desarrollado por Asck K. Sen, 

se ha denominado como: Procedimiento de inversión d0 

matrices, el cuál consiste en expresar las ecuaciones 

que gobiernan los Ci en forma de una matriz de 

coeficientes de elasticidad (79). 

J. El método de inhibici6n especifica para la 

modificación de las actividades enzimáticas: 
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Este método fue disef\ado por el grupo de 

Westerhoff y Tager, donde la idea básica es la de 

titular el flujo metabólico con diferentes inhibidores 

y calcular la pendiente inicial de la curva de 

inhibición, en donde el valor del Ci dependerA en gran 

parte de la naturaleza y grado de interacción que éste 

tenga con la enzima, es por ello que se han propuesto 

diferentes ecuaciones para cada tipo de inhibición 

[70,71,72,80,91]: 

Para inhibición de tipo irreversible: 

Ci = - Imax/Fo (dF/dI)¡I]->O· 

Para inhibición no-competitiva: 

Ci = - Ki/Fo (dF/dI)[IJ->O· 

Para inhibición competitiva: 

Ci = - Ki (l+s/Km)Fo (dF/dI)¡I]->O· 

donde F0 es la referencia del flujo no inhibido, Imax 

la cantidad minima de inhibidor para obtener la mAxima 

disminución del flujo, Ki constante de inhibición, Km 

constante de Michaelis y dF/dI la pendiente de la curva 

de inhibición. 

El procedimiento experimental para calcular Ci 

consiste en determinar la pendiente inicial de la curva 

de inhibición y relacionar este valor con la velocidad 

de flujo no inhibido y los correspondientes parámetros 

cinéticos. Se considera la pendiente inicial porque 

a qui ocurre una inhibición lineal que permite 
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extrapolar el nivel inicial del estado estacionario, 

que es el estado de interés [72,73,81]. 

El empleo de un inhibidor de tipo irreversible es 

el mAs confiable para la evaluación de los Ci, debido a 

que el empleo de inhibidores de tipo competitivo y no 

competitivo requiere saber pará~etros cinéticos 

usualmente medidos en condiciones diferentes a las 

empleadas [73 1 81,91]. 

El método de inhibición especifica presenta 

algunas inconsistencias en la medición de los Ci 

debidas principalmente a el empleo de inhibidores para 

titular el flujo [72,74,81): 

a) No existe un criterio analítico para decidir a 

partir de qué rango de concentraciones de inhibidor se 

debe iniciar la titulación del flujo. Existe un 

criterio semiempirico que seftala el iniciar la 

titulación del flujo con una cantidad de inhibidor 

igual a 0.1Ki· 

b) cuando se emplean inhibidores irreversibles, se 

requiere identificar cual es la concentraci6n minima 

necesaria de inhibidor para alcanzar la inhibición 

máxima. Además no siempre pueden garantizarse las 

condiciones óptimas para la unión estequiométrica del 

inhibidor a su enzima. 

c) El el caso de inhibidores reversibles se 

requiere conocer las constantes de inhibición y de 
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Michaelis, además de la concentraci6n real de sustrato. 

1.1.1.3. Coeficientes de Elasticidad y Teorema da 

conectividad: 

El valor del ci de una enzima no es exclusivamente 

determinado por las propiedades de la misma, ya que 

también intervienen las propiedades de otras enzimas 

integrantes del sistema y la estructura metabólica del 

mismo, estas interacciones y efectos son descritos por 

otro grupo de coeficientes denominados como 

coeficientes de elasticidad(~) [77,BD]. 

Pueden existir tantos €. para una enzima (o 

acarredor) como metabolitos interaccionen con ella. El 

producto tle un €. y cualquier cambio reelevante en la 

concentración de metabolito .. da una respuesta local 

[77 ,BOJ. 

Una importante consecuencia de demostrar que las 

respuestas del sistema fueron generadas por la acción 

conjunta de todas las respuestas locales en un sistema 

metabólico intacto es el establecimiento de la 

propiedad de conectividad. Esta. establece que las 

relaciones de los Ci de los pasos adyacentes es igual a 

las relaciones de los dos ~ con respecto a el sustrato 

en común [77,BO): 
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J 2 
e [ €. J 
E¡ 1 

J 1 
e [ ~) 

E2 2 

Esta propiedad de conectividad provee un método 

adicional para determinar la importancia relativa de 

los pasos en una ruta metabólica [77,SOJ. 

Estudios da control .. nivel de la 

rosrorilaci6n oxidativa: 

La pregunta de cual o cuales pasos controlan la 

fosforilaci6n oxidativa mitocondrial ha originado una 

gran controversia. 

Se ha llegado a la conclusión de que los primeros 

dos sitios de la cadena respiratoria, incluyendo a el 

translocador de AdN están en equilibrio cercano en una 

gran variedad de mitocondrias, debido a ello se 

presupone que estos sitios pierden energía libre y por 

lo tanto la regulación de la fosforilaci6n oxidativa 

podría ser exclusivamente debida a la reducción 

irreversible del oxigeno molecular a agua por la 

citocromo-oxidasa [84,91,96). 
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Por otra parte, el control de la respiración por 

el potencial de Pi extramitocondrial sugiere que pueda 

existir un control de tipo cinético no significativo a 

nivel de la translocasa de AdN [89,91,96]. 

Investigaciones a nivel de el acarreador de AdN 

utilizando carboxiatractilósido (CAT) para su 

titulaci6n, apoyan el hecho de que el· acarreador de AdN 

es limitante en la velocidad de la fosforilación 

oxidativa [81,84,85]. 

En estudios realizados en mitocondrias de corazón 

de perro y paloma se ha observado una dependencia de la 

respiración sobre las concentraciones de ATP, ADP y Pi 

extramitocondrial lo que indica que la translocasa de 

AdN es importante en la regulación del flujo en esa 

v1a, esto tambien es observado en. mitocondri8s de ri~6n 

e h1gado de rata y en hepatocitos aislados [82,83). 

se ha observado que el grado de control que ejerce 

el acarreador de AdN sobre la velocidad en estado de 

equilibrio de la respiración no solamente depende del 

flujo a través de la cadena respiratoria sino también 

sobre la forma en la cuál el flujo es provocado 

[85,86,95]. 

Diversos estudios realizados aplicando la teoria 

de control metabólico muestran que el control de la 

fosforilación oxidativa en mitocondrias aisladas es de 
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naturaleza multifacética y se ha establecido que el 

acarreador de AdN, la ATP-sintetaaa, citocromo·-oxidasa, 

citocromo b-c1 y el acarreador de dicarboxilos son 

sitios importantes donde se ejerce el control, adema.s 

que la ATP-sintetasa posee un valor de Ci de o. 57 en 

ratones recién nacidos y esto no parece mantenerse en 

adultos [87,90,91,92,95,97]. 

Moreno-Sánchez ha mostrado que el translocador de 

AdN y la ATP-sintetasa están acopladas secuencialmente 

através de un intermediario comün (la relación 

intramitocondrial de ATP/l\DP) y han mostrado que en 

ausencia de el acarreador de AdN el control recae sobre 

la ATP-sintetasa, por lo que se sugiere que la 

actividad de ambas enzimas ~e regule de manera opuesta 

[94,95,97]. 

En el mismo estudio, este autor demuestra que la 

velocidad de la respiración acoplada a la s1ntesis de 

ATP es totalmente regulada por la actividad del 

traslocador de AdN, y que esta regulación, es parcial 

en la arsenilación (94]. 

Estudios realizados por Groen y cola, muestran que 

el valor de Ci y por lo tanto el grado de control de la 

ATP-sintetasa y el. translocador de AdN dependen 

directamente de cambios en el A<Z> (88, 92, 93 J. 

Utilizando la teoria de control metabólico Moreno-

Stinchez establece que existe una 
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estrecha relación entre la actividad de las 

deshidrogenasas sensibles a ca2+ y el grado de' control 

ejercido por las diferentes enzimas que integran la 

fosforilación oxidativa, especialmente entre la ATP­

sintetasa y el acarreador de AdN (90]. 

En otro estudio Moreno-sánchez y cola, obseryaron 

que en mitocondrias de corazón el control predominante 

con una baja estimulación de las DHs sensibles a ca2 + 

lo ejercen el acarreador de AdN y el sitio I, y 

mitocondrias de rifión el acarreador· de Pi y el 

acarreador de AdN. Incrementando la actividad de dichas 

DHs con ca2+ el control del acarreador y s'itio I 

disminuyen incrementándose a su vez el control de la 

ATP-sintetasa y el del acarreador de Pi [98). 

La contribución de las DHs a el control del flujo 

metabólico también se ha estudiado en células integras 

(hepatocitos) observando, al igual que en mitocondrias, 

que depende fuertemente de la relación NADH/NAD+ (97]. 

El candidato obvio para el 'control de la 

respirac'ión eri estado 4 es la permeabilidad pasiva a H+ 

de la membrana mitocondr,ial, el control que este ejerce 

en estado 4 es elevado y progresivamente va 

disminuyendo conforme la velocidad de reBpiraci6n 

alcanza el estado 3 [90,91,94,98). 
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1.1.1.s. Un Nuevo Modelo para Estudios de T•oria de 

control Ketab6lico: 

Hasta ahora todos los estudios realizados a nivel 

de control de la fosforilaci6n oxidativa se han llevado 

a cabo en mitocondrias o células de mam1fero 

consideradas como "normales". 

Todas estas presentan una similaridad muy grande 

en cuanto a sus estructuras, composici6n, regulación 

metabolica y función; es por ello que seria interesante 

estudiar el control de esta ruta en células de mamífero 

que muestren diferencias notables en cuanto a esos 

mecanismos de regulación, funciones y composición 

además que ofrezcan características importantes y 

ciertas ventajas con respecto a las mitocondrias 

normales para su estudio. 

Seria dificil que todas estas caracteristicas las 

pudiese reunir un tejido que normalmente cumple alguna 

función integrando parte de un ser más complejo, pero 

las podemos encontrar en un tipo de células también de 

mam.1.fero, pero que normalmente "no forman parte de un 

tejido" ni cumplen alguna función para el ser del q~e 

fcirman parte: me refiero a las células cancerosas. 

Las células cancerosas han aiáo extensamente 

estudiadas a nivel de diversos aspectos metab6licos, y 

han mostrado tener diferencias muy significativas con 

respecto a las células de tejidos normales por ejemplo: 
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diferentes 

aminoácidos (aas) y glucosa por células tumorales de 

liquido de ascitis encont~ando que el 93% de la glucosa 

se transforma a lactato , el o. 7% es utilizada por la 

via de las pentosas fosfato, 1.5% por el ciclo-TCA'y el 

2% para la síntesis de lípidos (99]. 

Se ha encontrado que la producción de ATP es 

derivada en un 78% de la conversión de glucosa a 

lactato y el 19% de la oxidación de glutamina. Que 

utilizan la leucina de una manera incrementada con 

respecto a células normales el debido a la alta 

velocidad de la síntesis de proteínas y de líp'idos .y 

que sintetizan un 80% de esteroles del total de lípidos 

a partir de leucina y glucosa (99,109]. 

Además se ha atribuido como una caracteristica de 

todos los tumores la de tener una elevada veiocidad de 

glicólisis aerobia (99]. 

También se ha observado que las células tumorales 

parecen tener disminuido el nümero de mitocondrias con 

respecto a las células normales debido a que sus seis 

DHs mitocondriales parecen estar disminuidas en cuanto 

a su actividad (99]. 

se ha mostrado que lás células de diversos tumores 

muestran una disminución en la actividad de citocromo­

oxidasa y succinato citocromo c-óxidoreductasa. El 

estudio de los citocromos a, b, c 1 y c revela que se 
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encuentran de forma deficiente (disminuidos) con 

respecto a las células de tejidos normales [100]. 

Mitocondd.as aisladas de hepatoma de Ehrlich 

muestran tener mecanismos de transporte de ca2 + muy 

semejantes a las de tejidos normales (diferentes a los 

de higado), sin embargo su comportamiento metabólico en 

presencia del i6n parece diferir demasiado con el de 

una célula normal (101,102]. 

Debido a que aunque poseen los mecanismos de 

transporte de ca2+ que normalmente contienen las 

mitocondrias normales, acumulan excesivas cantidades de 

ca2+ en la matriz mitocondrial (conteniendo cantidades 

de ca2+ que fluctuan entre 50-70ng de iones ca2+¡mgp), 

y esta acumulación se induce··· aun más en presencia de 

AdN, por ello se propone que la membrana interna de 

mitocondrias tumorales es altamente resistente a la 

acción desacoplante del ca2+ y a concentraciones no 

fisiol6gicas del i6n (103]. 

se ha estudiado el efecto del ca2+ a nivel de la 

fosforilaci6n oxidativa en mitocondrias tumorales, 

encontrando que la fosforilaci6n es fuertemente 

inhibida por iones ca2+, sr2+y Mn2+, aunque las enzimas 

de la cadena respiratoria permanecen funcionales, por 

lo que se sugiere que e1 efecto inhibidor del ca2+ 

intramitocondrial sobre la fosforilaci6n oxidativa no 

se debe a un efecto desacoplante y que se deba a que 
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inhibe a uno o m6s de tres posibles actividades 

necesarias para la respiraci6n fosfórilante 

[104' 105, 107). 

Estudios realizados a nivel de la ATP-sintetasa 

mitocondrial en tumores han mostrado que esta enzima es 

afectada directamente por el contenido endógeno de 

Mg 2+, y que estas mitocondrias son altamente permeables 

a el i6n durante la incubación con desacoplantes, 

reduciendo el efecto de los mismos sobre la 

fosforilaci6n [106). 

se han encontrado diversas anormalidades en las 

rutas que oxidan piruvato, ya que se ha visto q'ue uno 

de los principales productos del metabolismo de 

piruvato es la aceto1na, la cual se degrada rápidamente 

en una reacción dependiente de ATP acompai\ada por la 

formación de pequenas cantidades de citrato y dos 

productos no identificados [110,lll). 

La formación de aceto1na por mitocondrias 

tumorales aparentemente ocurre en dos paSos (Fig.5): El 

primero de ellos consiste en la descarboxilaci6n na 

oxidativa del piruvato presumiblemente v1a uni6n al B-

hidroximetil-amino-pirofosfato, (un precursor de 

aceta1na), este paso probablemente no requiere ATP y; 

el segundo paso podr1a deberse a la formación de i,2-

propanodiol-fosfato, reportado para ser el mayor 

producto de metabolismo anaer6bico del piruvato en 
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células tumorales. La formaci6n de piruvato a partir de 

aceto1na parece ser la ruta minoritaria del metabolismo 

de aceto1na y esta produce en gran medida la 1n.~ibici6n 

de la succinato-DH [111). 

Otras anomalias que presentan las mitocondrias 

tumorales con respecto a las normales son: La 

regulaci6n del complejo mitocondrial de la PDH ya que 

se activa por AMP y parece ser la responsable directa 

de la producción de aceto1na, lo cual no ocurre en 

tejidos normales y¡ la inhibici6n de la fosforilaci6n 

oxidativa por aldehidos alifáticos debido a la carencia 

de aldehido-DHs [110,111,113). 

Existe también una elevada síntesis de esteroles, 

que parece deberse a que la ··regulación de la s1ntesis 

de novo de estos compuestos es anonnal, ya que existe 

una pérdida de control significativa sobre la 

colesterogénesis a nivel de la enzima clave de la ruta 

hidroximetil-glutaril-CoA-reductasa ), la cual no 

responde a los mecanismos de retroalimentaci6n que 

existen en tejidos normales. ESta elevada sintesis 

ocasiona que las membranas mitocondriales contengan 

elevadas cantidades de colesterol [108). 

Debido a todas las alteraciones existentes en el 

metabolismo de células y particularmente en 

mitocondrias tumorales se ha propuesto que estas poseen 

un "ciclo-TCA truncado" (Fig.6) [113). 
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Los elementos que sugieren este modelo son: 

(1) La glutamina es la principal fuente de energia en 

mitocondrias tumorales y; 

(2) En el ciclo-TCA el citrato no es completamente 

oxidado a co2 , ya que abandona a la mitocondria para 

proveer una fuente de unidades acetilo para la s1ntesis 

de colesterol y Acidos grasos [112,113]. 

La oxidación de glutamina es v1a una glutaminasa 

mitocondrial para convertirse en glutamato e ingresar a 

el ciclo-TCA mediante reacciones de transaminaci6n; se 

ha observado que la malato-OH (MDH) de mitocondrias 

tumorales es dependiente de NADP+ (figura 6) y se 

propone que ella cataliza el flujo de malato al 

piruvato requerido para la oxidación de los carbonos de 

la glutamina a C02 [112,115]. 

Meno,; del 3\ del citrato total es trans.formado en 

acetato en presencia o ausencia de glutamina, indicando 

que el flujo es a través de la via [112,115]: 

Succinato ----> Piruvato ----> AcetilCoA ----> Citrato. 

El truncamiento del ciclo-TCA es a nivel del 

citrato, ya que éste da origen a la sintesis de 

colesterol citoplAsmico debido a que sale de la 

mitocondria al citoplasma para la s1ntesis del mismo y 

se cree que la causa de la acumulación de colesterol 

sobre las membranas se deba a una disminución de la 

prote!na acarreadora de esteroles en lineas celulares 
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tumorales [113). 

El malato intramitocondrial es transfoi:mado a 

oxaloacetato v1a MDH mitocondrial, mientras el malato 

citoplásmico es preferentemente transformado a piruvato 

mi!l.s co2 por la enzima mi!l.lica anormal, dependiente de 

NADP+ intramitocondrial, regenerando la fuente de 

citrato, y se propone que esta enzima "anormal" esté 

unida a la superficie de la membrana interna 

mitocondrial en cercana asociaci6n con el sistema de 

transporte de malato, implicando una segregaci6n de 

enzima mi!l.lica dependiente de NADP+ y MDH mitocondrial 

en mitocondrias de células cancerosas [113). 

Un estudio reciente realizado por Anne N. Murphy, 

y cols [114)., parece contradecir muchos de los 

estudios realizados en el metabolismo de mitocondrias 

tumorales, particularmente en l.a regulación del 

metabolismo mitocondrial por ca2+; este estudio muestra 

que las DHs de mitocondrias tumorales, particularmente 

de la linea AS-300 pueden ser activadas y reguladas por 

iones ca2 + aunque muestran una dependencia mucho menor 

que las mitocondrias de tejidos normales a el i6n 

[l.1.4 J. 

se reporta activación a nivel de laoC-cGDH con una 

Ko.s para el i6n ca2+ de o.7±0.05µM acompafiada por una 

estimulaci6n en la respiraci6n de hasta un 75% en 

presencia de 5mM de glutamato y s6lo del 33% cuando el 



2-oxoqlutarato se emplea como sustrato en 

concentraciones de 0.2mM y se detectan muy pequeños 

efectos con concentraciones del· sustrato mayores o 

iquales de lOmM. 

Encuentran una activación del 16% cuando se 

utiliza como sustrato el isocitrato, y con succinato 

como sustrato, no se encuentra activación por ca2+ 

(114]. 

En este trabajo se concluye que la sensibilidad a 

ca2+ del estado 3 de la· respiración podr1a resultar 

desde una modulación por ca2+ de las actividades de las 

OHs o, en su defecto, otras actividades como las del 

transporte de electrones, de ATP/ADP y la actividad de 

la ATP-sintetasa o alquna combinación de éstos (114]. 

1.1.2.Zndiaad.or•a riuore11oentes1 una nueva manera da 

estudiar eventos relacionado~ con ca2+. 

Muy recientemente ha surqido una nueva metodoloq1a 

para estudiar el transporte de ca2 + y eventos 

relacionados con este catión. Estudios· relizados por 

diversos investigadores reportan la síntesis de nuevos 

compuestos con la capacidad de quelar ca2+ y fluorecer, 

abriendo un nuevo e importante campo para el estudio de 

eventos relacionados con ciertos cationes. 
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Estos compuestos se han denominado como 

indicadores fluorescentes, de los cuáles existen 

diversas afinidades para diferentes elementos 

[ 123, l.24) , pero el presente estudio se centrará 

exclusivamente en los descritos para ca2+. 

Los indicadores fluorescentes para Ca2 + se han 

dividido en tres generaciones {l.l.9,l.18): Los 

indicadores de primera generación, y por lo tanto los 

primeros que se describen en la literatura, 

corresponden a el denominado como Quin-2AM [ 119, 118) ; 

los de segunda generación corresponden a FUra 2, e Indo 

1; por último los de tercera generación y, por tanto 

los más eficientes, entre los cuá.les se encuentra el 

Fluo JAM. 

Estos indicadores ofrecen diversas ventajas con 

respecto a los métodos convencionales para el estudio 

de los procesos involucrados con ca2+: La más 

importante de ellas es que no comprometen la integridad 

celular o del organelo con el que se esta trabajando, y 

además no alteran la homeostasis de ca2 +, poseen una 

rápida velocidad de respuesta y el rango de 

sensibilidad para ca2+ está en el considerado como 

fisiológico [119,125). 

Hasta ahora se han realizado pocos estudios de 

transporte de ca2+ utilizando como estrategia el medir 
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la concentración de ca2+ libre mitocondrial. 

En un estudio realizado por Moreno-sá.nchez y 

Hansford (126] en mitocondrias de corazón utilizando 

. co¡no indicador f.luorc~s;,:enta ¡;ara ca2+ al Indc-lA?-i: 

establecen que la concentración de ca2 + libre es de 

95nM y que la concentración del gradiente mitocondrial 

¡ca2+lm/[Ca2+¡ 0 tenia un valor cercano a la unidad 

cuando las mitocondrias eran incubadas en un medio que 

conten1a una concentración de lOlllM de Na+, y que el 

Mg2+ en una concentración de lmM · reducía dicho 

gradiente a la mitad. 

En el mismo estudio [126), también se reporta gue 

la espermina puede incrementar el gradiente hasta 

llevarlo al valor de la unidad en presencia de lmM de 

Mg2+. 

En otro reporte McCormack y col's. (127], 

utilizando como indicador al Fura-2AM, confirma'n que 

cuando las mitocondrias de corazón son incubadas en 

condiciones cercanas a las fisiol6gicas'de Na+ y ~g2+ y 

a bajas concentraciones de ca2+ extramitocondrial 

(<400nM) , se establec1a un gradiente de ca2+ menor a 

la unidad y que a elevadas concentraciones de ca2+, que 

caian dentro del rango fisio16gico, el gradiente era 

mayor que la unidad, indicando as1 la elevada 

naturaleza cooperativa de la transmisión de selíal por 

ca2+ a la matriz bajo esas condiciones. 
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Kao, y cols., caracterizan el comportamie~to de un 

nuevo indicador fluorescente para ca2+, el cual se ha 

denominado como Fluo-3AM [129). Este indicador da una 

sefial diez veces mayor que la autofluorescencia 

intr1nseca de la preparación y tiene una constante de 

disociaci6n del complejo Fluo-ca2+ 40 veces mayor a la 

descrita en los otros indicadores par'a ca2+. 

Saavedra-Molina y cols., [128) reportan un 

estudio de ca2+ en mitocondrias de h1gado realizado con 

el indicador de tercera generaci6n Fluo-3AM. En el 

estudio se establece que la autofluorescencia de la 

preparaci6n mitocondrial no interfiere con la sel'lal. 

emitida por el complejo Fluo-ca2+ debido a que este 

indicador posee longitudes de.onda superiores o iguales 

a 500nm. Los autores reportaron también que cuando las 

mitocondrias son incubadas en ausencia de ca2+ externo, 

la [Ca2+]m corresponde a ioonM , la cuál es muy cercana 

a la establecida por Moreno-sá.nchez y Hansford 

[126,128). 
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1.2.0bjetivoe 

Con base en todos los estudios realizados en 

mitocondrias de mamífero a nivel de control de la 

fosf orilaci6n oxida ti va y transporte de ca2+ 

mitocondrial y, en que el modelo de mitocondrias de 

hepatoma es un sistema nuevo y atractivo para el 

estudio de la distribuci6n de control a nivel de dicha 

ruta, nuestros primeros objetivos fueron: 

la distribuci6n de control en 

mitocondrias de hepatoma a nivel de la fosforilaci6n 

oxidativa. 

1.2.2.Evaluar la intervenci6n del ca2+ en ciertos 

aspectos del metabolismo llevado a cabo en estas 

mitocondrias, específicamente a nivel de la 

fosforilaci6n oxidativa y deshidrogenasas del Ciclo de 

Krebs. 

Por lo que se refiere al transporte de ca2+, al 

ser las mitocondrias de coraz6n un sistema bien 

caracterizado y, teniendo en cuenta que los estudios 

realizados con indicadores fluqrescentes para ca2+ 

sugieren que la velocidad de influjo del cati6n puede 

llegar a ser menor que la de aflujo en con.diciones muy 

cercanas a las fisiol6gicas, el tercer y <iltimo 

objetivo fue: 

1.2.3.Examinar las contribuciones relativas de los 

intercambiadores 2Na+ / ca2+, y 2H+ / ca2 + en la 
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detenninaci6n de la concentraci6n interna de ca2+ libre 

mitocondrial [Ca2+Jm• 
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1.3.MATBRXl\LBB Y KBTODOB. 

Los materiales y métodos empleados para el· estudio 

realizado con mitocondrias de hepatoma fue la 

siguiente: 

1.3.1.consarvaai6n da la linea tumoral: 

La linea tumoral empleada para este estudio fue 

donada por el Dr. J. Adolfo Garc1a Sáinz del IFC. 

Esta es una linea de hepatoma de rata denominada 

como AS-300, la cual tiene la particularidad de 

desarrollarse en el liquido de ascitis que es acumulado 

en el abdomen de el animal, por ello, para la 

conservaci6n de la linea tumoral se inoculaban 

intraperitonealmente ratas Wist;ar hembra con un peso 

comprendido entre 250-3009 con 2.oml de liquido de 

ascitis proveniente de otra rata. 

1.3.2.Aislaaianto de mitoaondriae: 

El aislamiento de las mitocondrias de hepatoma 

AS-300 se realiz6 mediante la técnica propuesta por 

Moreadith y Fiskum [117] con modificaciones realizadas 

en este laboratorio (Apéndice A). 

1.3.3.Kadioi6n dal control respiratorio: 

La medici6n del control respiratorio (apéndice B) 

se realizó mediante un método polarográfico (6] 

utilizando un ox1metro marca YSI, modelo 53, y un 

electrodo de oxigeno de la misma marca. 
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Todas las mediciones se realizaron a 30ºC 

preincubando 5 minutos en l.Bml de medio KME (apéndice 

H), 3mM de Pi y los respectivos sustratos, el estado 3 

de la respiración se estimuló agregando ADP. 

1.3.,.Bvaluación cuantitativa da los Ci: 

La medición de los Ci se realizó mediante el 

método de inhibición 

Westerhoff y Tager 

siguientes inhibidores: 

Inhibidor 

Carboxiatractilósido 

Oligomicina 

Antimicina 

Rotenona 

Cianuro de potasio 

Mersalil 

~-ciano-4-hidroxi-

cianamato .. 

CCCP 

espec1f icá 

[70-72,B0,91] 

propuesto 

utilizando 

por 

los 

Marca Cono. Sol. Disolvente 

stock. (µM) 

SIGMA 

SIGMA 

SIGMA 

SIGMA 

SIGMA 

CNN 

CNN 

SIGMA 

100 

50 

500 

1500 

105 

105 

105 

2000 

Agua. 

Dimetil­

sulf óxido 

(DMSO). 

DMSO. 

DMSO. 

Agua. 

Agua/Tris. 

Agua. 

DMSO. 



V.l valor de Ci para la permeabilidad pasiva·a los 

protones en estado 4 se realizó de acuerdo a la técnica 

propuesta por Groen [Bl] utilizando CCCP para estimular 

la respiraci6n en estado 4 (apéndice C). 

1.3.5.Kadición de la cantidad de protaina mitocondrial: 

La cantidad de prote1na mitocondrial para todos 

los casos fue realizada mediante la técnica de biuret 

[134), utilizando un estándar de albümina sérica 

bovina, desoxicolato de sodio al 1% (p/v) y muestras de 

10 y 20µ1 de la preparaci6n mitocondrial obtenida. 

1.3.6.Medioi6n del potencial transmambranal (A•l• 

La técnica seleccionada para la estimaci6n del A~ 

en mitocondrias de hepatoma fue la reportada por 

Rottenberg [120], utilizando como marcador TPP 

(tetrafenil-fosfonio) tritiado (apéndice D). 

L¿,s materiales y mé.todosa empleado's para el 

estudio realizado en mitocondrias de corazón fue la 

siguiente: 

1.3.7.0btenci6n da mitocondrias de coram6n: 

Para la obtenci6n de estas mitocondrias se empleó 

el método propuesto por Moreno-Sánchez [126) (apéndice 

E) partiendo de corazones de rata macho de la cepa 

Wistar con pesos comprendidos entre 250-JOOg, 

utilizando para la mejor homogenizaci6n del tejido 

NAGARS~. (proteasa cristalizada y leof ilizada de 

prote1nas bacterianas). 
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1.3.a,Medici6n de la concentraoi6n de ca2+ externo 

[ca2 +¡ 0 y la concentraci6n de ca2+ intramitocondrial 

[Ca2+lm• 

Para la estimaci6n cuantitativa de las 

concentraciones de ca2+ intra y extramitocondria1 se 

utiliz6 el indicador fluorescente para ca2+ ds tercera 

generación denominado como Fluo-JAM 01 cual es un éster 

que puede ingresar a la matriz mitocondrial y sufrir 

hidr6lisis por esterasas mitocondriales para dar su 

forma activa que le permite quelar ca2+ y fluorecer 

[119], Para la internalizaci6n del indicador se 

incubaron a las mitocondrias con SµM del éster durante 

30 minutos a 25°C, con posterior centrifugación y 

lavado para 

internaliz6. 

eliminar el indicador que no se 

1.3.9.Control de las concentracionaa de [Ca2+Ja• 

Las concentraciones de ca2+ se controlaron 

mediante el empleo de amortiguadores de ca2+ /EGTA de 

acuerdo a lo propuesto por Fabiato [136,137] y Moreno­

Sánchez y cols., [119] (apéndice F). 
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1.4.Reaulta.Soa 

1.4.1.control d• la fostorilaoi6n osidativas 

Como ya he mencionado, para este estudio se 

emplearon como modelo las mitocondrias de c6lulas 

tumorales. En todos los casos se utilizaron 

mitocondrias acopladas cuyos controles respiratorios 

fluctuaban entre 5 y 10, de tal forma que con ello se 

garantiza la calidad de la preparaci6n mitocondrial. 

Se analiz6 la distribuci6n del control a nivel de 

la tosforilaci6n oxidativa en tres sistemas diferentes 

con el objetivo de observar también la contribuci6n de 

las deshidrogenasas del Ciclo de Krebs: 

a. Piruvato/Malato. 

b. Glutamato/Malato. 

c. succinato/rotenona. 

Inicialmente se estimaron los controles 

respiratorios y las diferentes relaciones ADP/O para 

cada sistema, (Tabla II); las relaciones ADP/O indican 

el ntbnero de ATPs sintetizados por cada ng!itomo de 

oxigeno (ngatOz) que es consumido por la preparaci6n 

mitocondrial, de tal forma que se puede tener una 

excelente idea de la capacidad fosforilante 

mitocondrial para cada uno de los sitemas empleados. 
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Tabla II. Relaci6n ADP/O y controles respiratorios 

obtenidos en mitocondrias de hepatoma AS-300. 

sistema: Flujo. edo.3. CR ADP/O n 

(ngat02'mg•min) 

X ± s X ± s X ± s 

Piruvato/ 82±12 7.4±0.8 3.2±0.4 10 

Malato. 

Glutamato/ 96±08 9.5±0.5 4.1±0.5 10 

Malato. 

Succinato/ 127±21 6.0±0.7 1.3±0.2 10 

Rotenona. 

Las mitocondrias (2mg) fueron incubadas en 1.8ml 

de medio KME, suplementado con JmM. de Pi, y los 

respectivos sustratos: 5mM de piruvato, JmM de malato, 

9.5mM de glutamato o lOmM de succinato mlis 1.5¡.¡M de 

rotenona pH 7.2, a 30°C. Después de 5 minutos. La 

respiraci6n fue estimulada adicionando 1.6¡.¡moles de 

ADP. 
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El siguiente paso fue evaluar la distribuci6n de 

control de cada sistema utilizando la Teoria de control 

metab6lico, y espec1ficamente el método de inhibici6n 

especifica [71). Existen diversos reportes acerca de la 

distribuci6n de control en esta v1a y en todos los 

estudios realizados [89-98) guienes ejercen el mayor 

grado de control son: La translocasa de Ad.N, la 

citocromo-oxidasa, y el acarreador de dicarboxilatos. 

Además se ha observado gue la distribuci6n de control 

varia de acuerdo a las condiciones en que se encuentra 

el sistema, pero las enzimas mencionadas, 

independientemente de las condiciones, siempre aparecen 

con los valores más elevados de Ci, por lo tanto se 

encuentran ejerciendo el ~.~yor control de la v1a. 

También se ha visto que en ninguno de los tejidos hasta 

ahora estudiados (coraz6n, rifl6n, h1gado y levadura) 

[91,97,98,138) existe un s6lo punto de control, ya gue 

siempre se distribuye a lo largo de todas las enzimas 

gue integran.la ruta metab6lica. 

La evaluaci6n cuantitativa de los Ci se realiz6 a 

nivel de las siguientes enzimas: Sitio I, Complejo b­

c1, ATP-sintetasa, Translocasa de AdN, Acarreador de 

fosfatos, Citocromo-oxida·sa, Acarreador de piruvato y 

permeabilidad pasiva a protones en estado 4, y para 

cada sistema se incluy6 una medici6n del potencial 
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transmembranal (A~). Las curvas de titulaci6n obtenidas 

para el sistema piruvato/malato se muestran en la 

figura 7. 

La evaluación de los Ci se realizó mediante las 

ecuaciones descritas por Westerhoff y Tager [71,72,75], 

y observando la figura 7 por simple inspecci6n de 

gráficas ·Se puede deducir que las ünicas enzimas 

candidatas a ejercer el control en este sistema son la 

citocromo-oxidasa, la translocasa de .AdN y la ATP­

sintetasa; pero para un mejor análisis lo más adecuado 

es evaluar los Ci, que para el sistema de 

piruvato/malato se muestran en la Tabla III. Ana·lizando 

la Tabla III se , puede observar que los Ci del 

acarreador de fosfatos, complejo b-c1 , acarreador de 

piruvato, y sitio I poseen un valor de cero, lo cual 

era evidente desde l.as curvas de titulación· obtenidas 

ya que su pendiente inicial es cero. Por otra parte 

también era evidente que el control iba a recaer sobre 

la citocromo-oxidasa, ATP-sintetasa, y Acarreador de 

AdN debido a que eran las ünicas curvas de titulaci6n 

con pendientes diferentes a cero. 

Con glutamato y malato se esperaban resultados 

diferentes en el control de la v1a debido a los 

reportes previos [104-107] de las alteraciones en las 

rutas de oxidaci6n a nivel mitocondrial en hepatoma y, 

además, porque precisamente la PDH y tL -CGDH estaban 
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Fl9ura 7. Tltulaci6n de las diferente• •tapaa qua inteqran 
1• focfarilacl6n oxldatlva •n •itocondrla• de hepata.a 
utlllz.ando el •late.a plruvato (!>111'1) I .. tato IJ.,.J, la• 
•ltocondrla11 fueron incubad•• en t.8•1 de medio IUtt., 
adicionado can 1.,. de r1, pll ?.2, a io•c durante !>•in y 100\ 
d• o 2 • t.a reapiracl6n en •atado l fue ••thwlada adicionando 
ADP. 

•• 



99 

Tabl.a.:i::rr. Coeficientes de control. de fl.ujo obtenidos 

de titular mitocondrias acopl.adas de hepatoma, para el. 

sistema piruvato/mal.ato. 

Enzima (s). Estado.3. Estado.4. Inhibidor 

Ci Ci 

X ± s n X±S n 

Acarreador de 0.69±.02 (5) 0±0 (7) CAT (I) 

ATP/ADP. 

ATP-sintetasa. 0.32±.06 (5) 0±0 (7) Ol.igomicina (I) 

Acarreador de 0.00±0.0 (3) 0±0 (4) Mersal.il. (I) 

Pi• 

sitio I. 0.00±0.0 (3) 0±0 (4) Rotenona (I) 

Sitio II. 0.00±0.0 (3) 0±0 (4) Antimicina (I) 

Citocromo- 0.02±.001(3) 0±0 (3) Cianuro* (N) 

oxidasa. 

Acarreador de 0.00±0.0 (3) 0±0 (3) ti.-CN-4-0H- (N) 

piruvato. cianamato. 

Permeabilidad 

a H+ -------- 0.83±0.05 (3) CCCP (D) 

:Cci ]..03 0.03 

b.g¡ -l.50.02±2mv (3) 

(I): Irreversible. (N): No competitivo. (D): 

Desacoplante. *Ki = 16µM. 
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invo1ucradas en estas alteraciones metabólicas. Las 

curvas de titulación con glutamato se muestran en la 

figura B; es evidente que las únicas enzimas con 

posible control en la fosforilaci6n oxidativa son las 

mismas que para el caso del sistema con piruvato y 

malato. 

Observando la Tabla IV, es obvio que las dnicas 

enzimas que controlan el flujo en este sistema son: 

Acarreador de AdN, ATP-sintetasa y Citocromo-oxidasa, 

las cuales prácticamente muestran los mismos valores de 

Ci que en el caso anterior. Después de esto s61o 

quedaba caracterizar a el sistema succinato/rotenona 

para ver si encontrábamos alguna diferencia en la 

distribución de control comparada con la obtenida de 

los casos anteriores. 

Las curvas de titulación obtenidas para' este caso 

se muestran en la figura 9, y los valores de ci en la 

Tabla v. 
Al igual que los casos anteriOres, se puede 

observar que solamente tres enzimas muestran una 

pendiente que denota la posibilidad de que éstas puedan 

ejercer diversos grados de control a nivel de la ruta 

de fosforilación oxidativa cuando el sistema es 

alimentado por la oxidación de succinato. Esto es más 

evidente al observar los valores obtenidos para cada 

uno de los c1; en este caso tampoco se observan grandes 
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Tabla.IV. Coeficientes de control de f1ujo obtenidos de 

titular mitocondrias acopladas de bepatoma, para el 

sistema: glutamato/malato. 

Enzima (s). Estado.3. 

Ci 

X ± 5 n 

Acarreador de 0.10±.03 (5) 

ATP/ADP. 

ATP-sintetasa 0.28±.08 (5) 

Acarreador de 0.00±0.0 (3) 

Pi• 

sitio I. 0.00±0.0 (4) 

Sitio II. 0.00±0.0 (4) 

citocromo- 0.04±.003(3) 

oxidasa. 

Permeabilidad --------
a H+. 

ZCi l..02 

l>IJJ -149.6±3mv 

* Ki = 16µM 

(I): Irreversible. 

(N): No competitivo. 

(D): Desacoplante. 

(3) 

Estado.4. Inhibidor. 

Ci 

X±S n 

0±0 (7) CAT (I) 

0±0 (7) oligomicina(I) 

0±0 (3) Mersalil (I) 

0±0 (4) Rotenona (I) 

0±0 (5) Antimicina (I) 

0±0 (3) Cianuro* (N) 

o.79±.02(3) CCCP (D) 

0.79· 
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variaciones en los valores de Ci, ya que las enzimas 

que controlan el flujo para este sistema son: El 

acarreador de AdN, ATP-sintetasa y citocromo-oxidasa, 

mostrando prácticamente los mismos valores para los 

coeficientes de control. 

Caracterizado el sistema en condiciones 11 normales11 

lo que se tenla que investigar era el efecto del ca2+ a 

nivel. de esta ruta y de deshidrogenasas de ciclo-TCA. 

Para ello se incubaron a las mitocondrias en las mismas 

condiciones con menor cantidad de sustrato y 3min antes 

de la adición de ADP se agregaban diferentes 

concentraciones de ca2+ mediante 

amortiguadores de ca2+/EGTA. 

el empleo de 

Se esperaba tener una estimulaci6n por ca2+ bien 

definida en los sistemas de piruvato/malato y 

glutamato/malato ·debido a el reporte previo de Murphy 

[114] realizado precisamente en esta linea celular, por 

lo que se probó en nuestras condiciones. A diferencia 

de los resultados obtenidos por este grupo nosotros no 

pudimos lograr una activación constante por el ca2+ en 

las mitocondrias, aun más, si se utilizaban las 

concentraciones de ca2+ reportadas en dicho trabajo 

sólo se lograba que las mitocondrias se desacoplaran 

completamente y a menores concentraciones disminuía el 

control respiratorio, indicando que solamente se estaba 

dafiando a la preparación mitocondrial. Esto fue 
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Tabla.V. Coeficientes de control de flujo obtenidos de 

titular mitocondrias acopladas de hepatoma para el 

sistema: succnato/rotenona. 

Enzima (s) • Estado.3. 

Ci 

X ± s n 

Acarreador de 0.69±.03 (5) 

ATP/ADP. 

ATP-sintetasa.0.19±.05 (5) 

Acarreador de 0.00±0.0 (3) 

Pi• 

Sitio II. 0.00±0.0 (4) 

Citocromo- 0.03±.001(3) 

oxidasa. 

Permeabilidad 

a H+. 

l:Ci 0.91 

-152.02±3mv (3) 

* Ki = 16µM. 

(I): !reversible. 

(N): No competitivo. 

(D): Desacoplante. 

Estado.4. Inhibidor. 

Ci 

X±S n 

0±0 (5) CAT (I) 

0±0 (5) Oligomicina(I) 

0±0 (3) Mersalil (I) 

0±0 (4) Antimicina (I) 

0±0 (3) Cianuro* (N) 

0.97±0.2(3) CCCP (D) 

0.97 
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consistente a temperatura de 30°C, 35ºC y 37°C, en 

presencia y en ausencia de Mg2+. 

En el caso de inhibidores de tipo irreversible, 

como la cantidad utilizada de ellos es directatnente 

proporcional a la cantidad de enzima y, por lo tanto, 

cuando se logra un flujo de cero se tiene que todo el 

inhibidor empleado se ha unido a toda la enzima 

presente en la preparación, se pudieron medir la 

concentraci6n de algunas de las enzimas que se 

involucran en la via de fosforilaci6n oxidativa, las 

cuales se muestran en la Tabla VI. 

Las cantidades encontradas en cada caso son 

equivalentes a lo que se reporta para mitocondrias de 

h1gado [138). 

1.4.2.Transporte 4• ca2+ mitooon4rial: 

El , estudio a nivel de transporte ae ca2+ se 

realiz6 utilizando como modelo mitocondrias de coraz6n 

debido a que son las mejor caracterizadas en cuanto a 

este proceso se refiere. La investigat:i6n de este 

proceso se dividi6 en tres partes: La primera de ellas 

abarca la evaluación cuantitativa del intercambiador 

Na+/ca2+ en la determinaci6n de la [Ca2+Jm, la segunda 

parte abarca el estudio de la contribución del 

intercambiador H+/ca2+ en el mismo proceso y por dltimo 

la contribuci6n de otros mecanismos de salida de ca2+ 

no muy bien caracterizados hasta el momento. 
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Tabla. VI. Concentraciones de algunas enzimas que 

integran la fosforilaci6n oxidativa en mitocondrias de 

hepatoma obtenidas a partir de la titulación con los 

correspondientes inhibidores irreversibles: CAT para el 

acarreador de AdN, Oligomicina para· 1a ATP-sintetasa, 

Mersalil para el acarreador de Pi, Rotenona para el 

sitio I, y Antimicina para el sitio II. 

Enzima (s). Concentración. 

(pmol/mg). 

X ± s n 

Acarreador de ATP/ADP. 452 ± 7.0 (10)• 

ATP-sintetasa. 133 ± 26.0 (10) 

Acarreador de P1.* 9 ± 1.0 (8) 

Sitio I. 117. ± 38.0 (8) 

Sitio II. 103 ± 16.0 (8) 

• (nmol/mg). 
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El intercambiador Na+ /ca2+ en mitocondrias de 

corazón y, generalmente de tejidos excitables, se 

reporta como el más activo de los tres existentes en 

estas mitocondrias [7, 11] y todos los estudios 

realizados a este nivel se han realizado con técnicas 

poco sensibles para la cantidad de ca2+ que se tiene en 

la matriz mitocondrial [7,15], por ello decidimos 

evaluar diversos aspectos que involucran a este 

intercambiador utilizando uno de los métodos m~s 

sensibles que se han descrito para la evaluación de la 

concentración interna de ca2 +, éste consiste en 

utilizar a el indicador fluorescente para ca2 + de 

tercera generación denominado como Fluo-JAM. 

La internalizaci6n del indicador se logra 

incubando las mitocondrias con la forma de 

acetometilester del indicador. Las condiCiones de 

incubación empleadas fueron las establecidas por 

Moreno-Sánchez y cols. (119], en las cuáles la 

preparaci6n mitocondrial (1ml) se incuba con lml de 

medio SHEA (apéndice G), 5µM de el indicador 

fluorescente Fluo-3AM, en presencia de lmM de ADP y lmM 

de Mg2+ durante JOmin en agitaci6n, a 25ºC para el caso 

de mitocondrias de coraz6n. 

Es importante mencionar que en todos los casos el 

control respiratorio de la preparaci6n permaneci6 

constante después de la incubaci6n. 
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El tiempo de incubación para la total hidrólisis 

del éster se determinó realizando diferentes espectros 

de emisión en dive:t·sos intervalos de tiempo durante la 

incubación de la preparación mitocondrial a los: o min, 

10 min, 20 min y 30 min, de la misma forma se determinó 

la longitud de onda de emisión a la cual se iba a 

realizar la medición de la concentración interna de 

ca2+ y la calibración de la seftal de todos los 

experimentos (figura 10). 

La forma hidrolizada del indicador fluorescente le 

permite quelar calcio en el interior de la matriz 

mitocondrial debido a que al hidrolizarse adquiere 

cuatro "brazos" con extremos carboxilos libres 

semejantes al EGTA, los cu:Ue's le permiten unir ca2+ de 

manera semejante a este 1lltimo (figura 11), pero a 

diferencia de éste los indicadores emiten una seftal 

fluorescente que permite medir la fluorescencia interna 

que se traduce como [Ca2+]m, todo ello con una correcta 

calibración de la seftal. 

La calibración de la seftal requiere del 

establecimiento de una fluorescencia m1nima (Fminl, y 

una m6xima (Fmaxl de tal forma que se pueda utilizar la 

siguiente fórmula [119): 

[Ca2+Jm = Kd {Fx - Fminl/(Fmax - Fxl 

Para obtener Fmin se permeabilizan las 

mitocondrias adicionando Tris, desoxicolato de sodio y 
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para apagar la fluorescencia EGTA, el cual tiene mayor 

afinidad por el ca2+ y puede competir efectivamente con 

el Fl.uo-3 por el cati6n, ejemplo (figura 12): 

El valor correspondiente a Fmax se puede 

determinar adicionando un exceso de ca 2+ a la 

preparación lisada, con ello se puede calcular el valor 

de (Ca2+lm utilizando un valor de Ka para el complejo 

Fluo-ca de 400mM (123]. 

Todas las preparaciones mitocondriales empleadas 

para este estudio pose1an CR que fluctuaban entre s-12, 

y su capacidad para acumular ca2+ se mantenia durante 

9hrs. (no se manejaron tiempos mayores). 

1.4.2.1.Xnterclllllbiador Na+¡ca2+: 

El primer aspecto en ser evaluado fue la 

influencia que tiene el potasio sobre el influjo y 

aflujo de ca2+. Para ello se incubaron °diferentes 

preparaciones mitocondriales en dos medios, uno 

b~sicamente constituido por potasio y otro con sacarosa 

para mantener las condiciones de osmolaridad; después 

de ello se expon1an a las mitocondrias a diferentes 

concentraciones de ca2+ y se iniciaba la salida de ca2+ 

con una misma concentración de Na+ (lOmM). Los 

resultados de estos experimentos se muestran en las 

figuras 13 y 14, en donde se observa que las cinéticas 

exhiben el mismo comportamiento, ya que son 

prácticamente iguales en presencia o ausencia de 
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potasio. La diferencia fundamental existe en la 

vel.ocidad de infl.ujo y efl.ujo, evidente en l.a parte 

superior de ambas figuras. 

Para corroborar los estudios realizados con Na+, 

se empleó un catión quimicamente muy semejante para 

inducir el. efl.ujo, éste fue el. caso del. Li+. La 

cinética obtenida empleándolo en las.mismas condiciones 

que el Na+ se muestra en la figura 15; observando la 

cinética obtenida para el. caso del. Li + y comparándol.a 

con la del Na+ es notable que existe una gran 

diferencia en l.a potencia del. cati6n para inducir el. 

efl.ujo del. ca2+ (menor en el. caso del. Li+). 

Para evitar l.a interferencia de l.a entrada de ca2 + 

se aftadi6 rojo de rutenio y as1 poder medir l.a 

actividad neta del. intercambiador Na+/ca2 + en presencia 

y en ausencia de potasio. Los resultados obtenidos para 

este caso fueron los que se muestran en las figuras 16 

y 17. Se puede observar que en presencia de potasio 

(figura 14), l.a concentraci6n de ca2+ mitocondrial. se 

mantuvo por abajo de 100nM hasta· una concentraci6n de 

ca2+ externo de 400nM, mientras que en ausencia de 

potasio (figura 13) l.a concentraci6n de ca2 + 

mitocondrial. fue lOOnM' con concentraci6n de ca2+ 

extramitocondrial. de lOOnM. Esto se expl.ica por la 

activaci6n del intercambio Na+ /Ca2 + por K+, reportado 

previamente en condiciones no fisiol6gicas [38]. 
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La actividad de los sistemas de influjo y eflujo 

de ca2+ de las mitocondrias in vivo están sujetos a la 

acci6n de diversos factores, de todos ellos los de 

mayor impacto para los siatemas de influjo y eflujo 

estudiados son: El Pi, el Mg2+ y la espermina, los dos 

primeros tienen la capacidad de inhibir el influjo de 

ca2+ y la espermina tiene la capacidad de activarlo 

[51], es por ello que, para estudiar estos mecanismos 

en condiciones lo más cercanas a las fisiol6gicas, se 

realizaron los experimentos de aflujo en presencia de 

Pi• Mg2+, espermina y K+. 

Los resultados en estas condiciones se mues~ran en 

las figuras 14, 16 y 17 ¡ se puede observar que en 

ausencia de RR los niveles de ca2+ mitocondrial 

obtenidos son prácticamente iguales a las realizadas en 

ausencia de estos factores; mientras que en presencia 

de RR ésta muestra un comportamiento más limitante 

aunque se observan pequenas inhibiciones del aflujo en 

rangos de ca2+ considerados como fisiol6gicos. Lo 

anterior soporta el hecho de que en condiciones 

cercanas a las fisiol6gicas el gradiente mitocondrial 

se encuentra invertido. 

1.4.2.2.xnterollllbiador u+¡ca2+, 

Para la evaluación de este intercambiador se 

recurri6 a el empleo de un inhibidor del intercambiador 

Na+/ca2+ (7,32-36] el seleccionado en nuestro caso fue 
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el diltiazem (dil) • Los experimentos consistieron en 

exponer a las mitocondrias a una concentraci6n de 

ca2+ en la cual el intercambiador Na+ /Ca2+ pudiera 

tener actividad máxima {provocar un aflujo completo de 

ca2+¡ y entonces inhibir este aflujo con diferentes 

concentraciones de diltiazem para obtener un valor de 

Ki y compararla con las reportadas en la literatura. 

La primera detrminaci6n de Ki para dil. se realiz6 

en presencia de K+, y el iqflujo se realiz6 con Li+ 

retando cada vez con una concentraci6n final del cati6n 

de lOmM. La cinética obtenida se muestra en la figura 

18, obteniendo un valor de Ki de aproximadamente 350µM; 

el siguiente ensayo se realiz6 con Na+ y también en 

presencia de K+, la cinética se muestra en la figura 

19, de ésta es evidente que se tiene una Ki aproximada 

de 350mM, que es 1000 veces mayor que la obtenida para 

Li+; por Oltimo, para volver al sistema más 

limitante,se emple6 RR para inhibir el influjo de ca2+ 

y estudiar exclusivamente la contribuci6n de los 

intercambiadores, la cinética que se obtuvo para este 

caso se muestra en la figura 20, de la cual se obtiene 

un valor de Ki aproximado de 700µM, en los tres casos 

los valores de Ki son superiores a los reportados en la 

literatura [45]. 

Finalizada la evaluaci6n de los intercambiadores 

Na+/ca2+ y H+/ca2+ la Onico que quedaba por hacer fue 
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la evaluación de la contribución de los mecanismos de 

eflujo.no bien caracterizados. 

1.4.2.3.otros mecanismos ae aflujo ae ca2+: 

Exiten dos propuestas da mecanismos que involucran 

aflujos de ca2+ diferentes a los intercambiadores 

estudiados y que no guardan relación directa con estos 

ültimos~ Los mecanismos propuestos son: Un poro de 

salida de ca2 + sensible a ciclosporina [51,65-

69, 132, 133 J y; un aparente cambio de permeabilidad de 

la membrana mitocondrial que involucra a la fosfolipasa 

A2 [56,57]. 

La estrategia para el estudio de etas mecanismos 

fue ideada apartir de un estudio de Rottenberg y 

Marbach [51], en donde se observa que el etanol (et-OH) 

es caph de activar el aflujo de ca2+ inducido por Na+ 

en condiciones no fisiológicas. Nosotros decidimos 

probarlo en nuestras condiciones y observar la 

estimulación del aflujo inducida por Na+, Li+, y RR. 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 21, 

en donde se tiene una aparente estimulaci6n del aflujo 

de ca2+ inducido por Na+ (circulas oscuros), la cual es 

igual al inducido por Li+ (cuadros oscuros), y el 

aflujo también se observó en presencia exclusiva de RR 

(c!rculos vac!os), '10 que podrla involucrar una 

estimulación del intercambiador Na+/ca2+ y H+/ca2+ por 

et-OH en condiciones cercanas a las fisiológicas. 
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1.5.Diacuai6n 

1.s.1.contral de 1a faaforilaci6n oxidativa1 

Como se puede observar en las Tablas III, IV -:z.· V, 

1as ünicas enzimas que contribuyen a el control de 

flujo de la fosforilaciOn oxidativa en los tres casos 

fueron: El acarreador de AdN, la ATP-sintetasa y la 

citocromo-oxidasa, pero en realidad comparando los 

valores de Ci encontrados para cada sistema, solamente 

se tiene la contribución real de dos enzimas: El 

acarreador de AdN con un C1 de 0.69, y ia ATP-sintetasa 

con un Ci de 0.3-0.2. Es de llamar la atención que 

solamente se tengan dos enzimas como reguladOraa de 

flujo en una ruta metab6lica compleja, ya que la teoría 

de control establece que el control es mdltiple y los 

datos obtenidos en mitocondrias de rifí6n, corazón e 

h1gado [98], así 1o demuestran (Tabla VII). En nuestro 

caso no sólo se distribuye en dos da ellas, sino que 

fue consistente en los tres sistemas empleados, ya que 

cada uno tiene valores de Ci prácticamente iguales. 

Además la suma de los grados de control es siempre 

igual o cercana a uno, lo cual hace pensar que no 

exista una contribuci6n significativa de las 

deshidrogenasas del ciclo-TCA al 
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Tabla.VII.Coeficientes de control de flujo (Ci) obtenidos y 
reportados para cada una de las etapas que integran la 
fosforilaci6n oxidativa en diferentes tejidos de mam1fero. 

Fuente. 

Acarreador 
de ATP/ADP 

ATP-sinte­
-tasa. 

Acarreador 
de Pi• 

Sitio I. 

Sitio II. 

Citocromo­
oxidasa. 

Acarreador 
de pir. 

~=~=ª~i~i 

Hepatoma. 

Estado 3 • 

• 69±.02 

.32±.06 

0±0 

0±0 

0±0 

.02±.001 

0±0 

.97±.2 

Hígado. 
(138] 

Estado 3. 

.29-.6 

o-.08 

.03-.37 

.1-.17 

.08-.33 

.9 

coraz6n. 
(98] 

Estado 3. 

.32 

.22 

.25 

.03 

.04 

.02 

1.0 
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flujo de la fosforilaci6n oxidativa, en estas 

condiciones. 

Existen diversos informes en la literatura donde 

se describen grandes anomal1as a nivel de las rutas 

oxidativas de mitocondrias tumorales [ll0-113], 

espec1ficamente a nivel del ciclo-TCA (ver figuras 5 y 

6) , el cual se describe como "truncado"; este 

truncamiento involucra a dos de las enzimas que se han 

utilizado para este estudio las cuales son: El complejo 

de la piruvato-DH, y de la.C.-ceto-glutarato-DH. A nivel 

de la primera se describe una gran tendencia de 

metabolizar al piruvato adicionado hacia un producto de 

degradación que s6lo se encuentra en levaduras, 

bacterias o en situaciones patológicas como el 

alcoholismo, este producto es la aceto1na. 

La conversión total de piruvato a aceto1na en 

nuestro estudio se pone en duda, debido a que si 

realmente existiera una fuga a ese nivel, la cantidad 

de sustrato que ingresara al ciclo-TCA en forma de 

acetilCoA seria m1nima, por lo que se limitar1a en gran 

medida el flujo de rutas relacionadas con ésta, 

principalmente a nivel de cadena respiratoria y con 

ello, la actividad y valor de los Ci para este sistema 

en comparación con los otros dos sistemas empleados. 

Otro resultado obtenido en este estudio y que hace 

dudar de la completa metabolizaci6n del piruvato a 
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acetoina es la relación ADP/O obtenida; para este 

sitema en particular es muy cercana a tres, lo cual 

concuerda para la ruta clásica de oxidación de 

acetilCoA. 

Los resultados obtenidos para el sistema de la t:L.­

CGDH usando glutamato y malato como sustratos, indican 

que tampoco existe una contribuci6n significativa al 

flujo de la fosforilaci6n oxidativa por parte de esta 

enzima, ya que tanto las enzimas como los valores de Ci 

encontrados son iguales a los del sistema anterior; al 

igual que los valores de ADP/O obtenidos para este caso 

(Tabla II.), esto concuerda con lo descrito para la 

oxidación de qlutamato ya que como se mencion6 

anteriormente la oxidación d·e este sustrato es igual 

que la descrita en mitocondrias hepáticas. 

En la literatura se describe que a nivel de esta 

enzima [110-115) se tiene quizá el mayor flujo de las 

enzimas que integran el ciclo-TCA, ya que el principal 

sustrato y fuente de enerq1a (v1a rutas oxidativas) es 

la glutamina, la cual se convierte en oL-cetoglutarato 

mediante una reacción de transaminaci6n para ingresar 

al ciclo-TCA y ser oxidado. En todo este proceso no se 

describen reacciones de s1ntesis de ATP. 
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Comparando los resultados obtenidos de los otros 

dos sistemas con los obtenidos para este ·caso es 

concluyente 

significativa 

que no existe una contribución 

de la succinato-deshidrogenasa al flujo 

de la fosforilaci6n oxidativa; esta idea es reforzada 

por el hecho de que todas las sumatorias de los Ci en 

los tres sistemas arroja un valor pr~cticamente de uno, 

indicando que no existen otros sitios que contribuyan 

de forma importante al control de la ruta evaluada. 

El flujo inicial para cada uno de 'los sistemas es 

mucho menor que el encontrado para mitocondrias de 

otros tejidos de mam1fero ( 98), esto tal vez esté 

relacionado con la misma estructura mitocondrial, ya 

que se informa que la membrana de estas mitocondrias es 

rica en colesterol. 

El mayor contenido de colesterol le debe dar una 

fluidéz extra a la membrana de estas mitocondrias 

lo cual tal vez disminuya los diferentes gradientes 

electroqu1micos necesarios para el buen· funcionamiento 

de la ruta de fosforilaci6n oxidativa, pero los valores 

de bQ obtenidos indican que aparentemente el potencial 

electroqu1mico no es afectado por el elevado contenido 

de colesterol mitocondrial, ya que estos son muy 

semejantes a los informados para qtros sistemas 
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contenido de 

colesterol en estas mitocondrias incremente la unión 

inespec1fica de TPP , lo cual producirla valores de 

potencial sobreestimados. 

El contenido de colesterol en las mitocondrias 

tampoco afectó la permeabilidad a protones en el estado 

4 de la respiración mitocondrial ya que los valores 

obtenidos para esta en los tres sistemas es muy cercano 

a la unidad (Tabla VII) indicando que al igual que en 

coraz6n e h1gado es el ünico sitio de control en 

condiciones no fosforilantes. 

se babia descrito que estas mitocondrias ten!an 

disminuida la cantidad de citocromos con respecto a las 

encontradas en mitocondrias· de h1gado. En nuestras 

condiciones no existe una disminución aparente de 

ninguna de las enzimas que integran el proceso de 

fosforilaci6n oxidativa (excepto citocromo-oxidasa y 

acarreador de piruvato, que no se midieron) lo cual no 

puede explicar el que la ATP-sintetasa y sobre todo el 

acarredor de AdN sean tan limitantes en este sistema. 

Una explicación tentadora para el caso de la ATP­

sintetasa es la existencia de una prote1na inhibidora 

natural que se une a la enzima bajo ciertas 

condiciones; en nuestro caso tal vez el q~e la ATP­

sintetasa aparezca como limitante se deba a su parcial 

inhibici6n por esta prote1na [90,94,98]. 
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En el caso del acarreador de AdN una expliCaci6n 

probable para el elevado control que ejerce sobre esta 

ruta se correlacione directamente con la relación 

ATP/ADP, ya que esta guarda un vinculo directo con la 

actividad del translocador de AdN, debido a que si 

existe una relación ATP/ADP extramitocondrial elevada 

se puede incrementar la energla libre del translocador 

de AdN por lo tanto se incrementarla su actividad [80], 

en nuestro caso probablemente exista una relación 

ATP/ADP muy baja en la matriz mitocondrial y por ello 

su actividad disminuya dando como consecuencia el que 

sea muy limitante en el flujo de la fosforilación 

oxidativa. 

1.s.2.Tranaporta 4• ca2+ mitocon4ria1: 

Al igual que en la parte correspondiente a los 

resultados la discusión de esta sección se dividirá en 

tres partes. 

1.s.2.1.zntercambia4cr Ha+¡ca2+: 

Para el caso de este intercambiador y su 

contribución en la determinación de la concentración 

interna de ca2+ libre mitocndrial se realizaron los 

experimentos mostrados en las figuras 13-17' 

encontrando en la figura 14 (circules oscuros), que el 

eflujo de ca2+ inducido por Na+ es dependiente de la 

concentración de ca2+ extramitocondrial, y este eflujo 

puede sufrir una inhibición muy pronunciada en rangos 



135 

de concentraciones de ca2+ considerados como 

fisiol6gicos, en nuestro caso cuando se manejan 

concentraciones de ca2+ mayores de 400-GOOnM. 

El experimento anterior se corrobor6 utilizando un 

catión qu1micamente muy semejante al Na+, éste fue el 

caso del Li +, que se muestra en la figura 15. Es 

evidente que al igual que con Na+ el aflujo de ca2+ 

inducido por Li+ es dependiente de la ¡ca2+¡ 0 y que se 

pueden alcanzar inhibiciones en el mismo rango de 

concentraciones de ca2+ (>400-600nM) consideradas 

dentro del fisiológico, en el caso del Li+ la cinética 

es menos pronunciada que con Na+, esto concuerda con 

los datos reportados en la literatura de que la 

eficiencia de este catión para inducir el ef1ujo de 

ca2+ es menor que la del Na+. 

Para evaluar el efecto del potasio sobre el 

influjo y eflujo de ca2+, se realizaron los 

experimentos que aparecen en las figuras 13 y 14 (en 

circulas oscuros), encontrando cinéticas prácticamente 

iguales en los dos sistemas. La diferencia real es 

evidente en la parte superior de las figuras, en donde 

se observa que tanto la velocidad de eflujo como la de 

influjo en presencia de K+ son mayores, indicando que 

el papel de este ión en el transporte de ca2 + es la de 

incrementar la velocidad de captación y salida, como se 

hab1a descrito en reportes anteriores (7). 
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El sistema se puede volver aun más limitante si se 

adiciona al. medio RR para inhibir la ruta de· influjo 

[7], y poder estudiar exclusivamente la contribuci6n de 

las rutas de salida de ca2+; esto se muestra en las 

figuras 16 y 17 (en c1rcul.os oscuros). En la figura 16 

se muestra que el el. efl.ujo de ca2+ inducido por Na+/RR 

en ausencia de K+ es dependiente de l.a [Ca2+¡ 0 y que se 

pueden tener pequenas inhibiciones del. efl.ujo con 

concentraciones de ca2+ consideradas dentro del rango 

fisiol~gico, pero a diferencia de las anteriores la 

inhibición máxima se al.canza solamente util.izando 

concentraciones de ca2+ que estan fuera del rango 

fisiol.ógico. 

En presencia de K+ e induciendo el efl.ujo de ca2+ 

con Na+/RR no se tiene una dependencia del efl.ujo sobre 

las conceii.traciones de ca2+ consideradas dentro del 

rango fisiológico, ya que la inhibición máxima se 

alcanza con concentraciones de ca2+ superiores a l.5µM, 

y en este caso la curva obtenida denota un efecto del 

"todo o nada". 

Los experimentos anteriores corresponden a ensayos 

realizados en condiciones cercanas a las fisio16gicas. 

Por ello, para tener una clara idea de lo que 

ocurre en condiciones fisiol6gicas se incl.uyeron en el 

estudio del efl.ujo inducido por Na+ dos ensayos 
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realizados en presencia de Pi, Mg2+ y espermina, los 

cuales se encuentran normalmente en la célula y juegan 

un papel crucial en el transporte de ca2+ [7,10,12,37], 

las cinéticas obtenidas se muestran en las figuras 14 y 

16 (en circulas claros), en donde se observa que el 

eflujo en ausencia de RR es dependiente de la [Ca2+¡ 0 y 

que se alcanzan los mismos niveles· de inhibición en 

rangos de concentraciones de ca2+ consideradas como 

fisiológicas (>400-600nM), en el caso de la cinética 

obtenida en presencia de RR, ésta es muy semejante a la 

obtenida para Na+ en ausencia de K+ (figura 15), ya que 

se observan muy pequeftas inhibiciones del aflujo de 

ca2+ inducido por Na+ /RR en rangos considerados como 

fisiológicos, aunque la inhibición total se alcanza con 

concentraciomes de ca2 + externo mayores de 1. SµM. Es 

importante notar que en este caso no se tiene un efecto 

aparente del "todo o nada" como el encontrado para el 

caso equivalente en ausencia de Pi, Mq2+ y espermina 

(figu~a 17, circulas oscuros). 

1.4.2.2.Interoaabiador a+¡ca2+: 

Para evaluar la contribuci6n de este 

intercambiador se trabajó en todos los experimentos con 

diltiazem, la titulación de la inhibición del eflujo de 

ca2+ inducido por Li+ se muestra en la figura 18. De 

esta curva se tiene un valor de Ko.5 aproximada de 
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350µM, que es superior a la reportada en la literatura 

por VAghy y cols. (45)' lo cual indica que 

probablemente en nuestras condiciones el diltiazem 

tenga que inhibir tanto al intercambiador Na+¡ca2+ como 

a+¡ca2+. Esto se puede corroborar con los datos 

obtenidos para la inhibición del eflujo inducido por 

Na+ (figura 19), en donde se tiene un valor de Ko. 5 

aproximado de 350mM, que es 1000 veces mayor que para 

el caso del Li +; esto se debe sin duda alguna a la 

menor eficiencia del Li+ para inducir el eflujo. 

En el caso de la inhibición del eflujo de ca2+ 

inducido por Na+ /RR se tiene que el valor de Ko. 5 

aproximado para diltiazern es de 700µM, el cual es 500 

veces menor al obtenido para Na+ y el doble de el 

obtenido para el caso del Li+. 

En este caso las diferencias entre los valores 

de Ko.5 obtenidas para el caso del eflujo inducido por 

Na+ y Na+/RR no se esperaban, ya que el catión 

utilizado para inducir el aflujo fue el mismo, 

solamente que en un caso son evaluadas exclusivamente 

las rutas de eflujo, inhibiendo al influjo con RR. 

Una explicaci6n para ello seria que en el· caso de 

el experimento realizado en presencia de RR el 

intercambiador Na+¡ca2+ sea el que contribuye casi 

totalmente a el aflujo de ca2+ necesitando menores 

concentraciones de diltiazem para inhibir totalmente el 
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eflujo y, en el caso de el experimento realizado en 

ausencia de RR, se tenga una contribuci6n más 

importante del intercambiador H+/ca2+, necesitando 

cantidades muy elevadas de diltiazem para inhibir 

totalmente el eflujo. 

En cualquier caso, pese a las cantidades tan 

elevadas de diltiazem, no se tuvieron alteraciones en 

la preparación mitocondrial a diferencia de lo 

reportado por otros autores (45]. 

otros mecanismos de aflujo de ca2+: 

Recientemente Rottenberg y Marbach (51] reportaron 

una activación del intercambiador Na+ ¡ca2+ por et-OH, 

este estudio se realizó en condiciones no f isiol6gicas 

y era saturable a una concentraci6n de et-OH de 0.2M. 

En nuestras condiciones este estudio nos 

proporcion6 una excelente manera de estudiar a los 

mecanismos de aflujo de ca2+ no caracterizados 

completamente, debido a que se describían efectos de la 

fosfolipasa A2 en el mecanismo de eflujo y un poro 

sensible a ciclosporina (61:-69]. Las cinéticas 

encontradas en nuestro caso para el intercambiador 

Na+¡ca 2 + se muestran en la figura 21; el eflujo de ca2 + 

se indujo nuevamente con Na+ (c!rculos oscuros) y, para 

corroborar los resultados, se utilizó Li+ (en cuadros 

oscuros) • Se puede apreciar que también se tiene una 

estimulaci6n franca del aflujo, la cual es 
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précticamente igual en el caso del Li+. Esto no era lo 

que se esperaba, debido a que el Li+ es menos eficiente 

para inducir e1 aflujo y en nuestras condiciones este 

reporte ya se habla corroborado, la explicación a esto 

es que la estimulación del influjo de ca2+ v1a el 

intercambiador Na+ /Ca2+ involucre un mecanismo comtln 

.Para el proceso de eflujo mediado por estos iones. 

En el caso del intercambiador H+ /ca2+ también 

existe una franca estimulación del mismo por et-OH y es 

mostrado en la figura 21 (en c1rcuJ.:os claros), la 

activación es menor que en el caso del intercambiador 

Na+ /ca2+ y en los tres casos la seftal se satura con 

concentraciones de et-OH de 0.5M. 

La concentración de et-OH a la cual se satura el 

aflujo de ca2 + no concuerda con las reportadas por 

Rottenberg y Marbach lo cual podr1a esperar.:.e, ya que 

en este estudio se manejaron mitocondrias de corazón y 

en el realizado por los autores mencionados se utilizó 

como modelo mitocondrias de cerebro de rata. 

Por <lltimo, es importante hacer notar que las 

concentraciones de et-OH a las cuales ocurre la 

activación del aflujo de ca2+ por este alcohol son muy 

cercanas a las reportadas en suero y sangre. 
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conolusiones 

control de la fosforil.aoi6n oxidativat 

l.En todos los sistemas estudiados se reqistraron 

principalmente dos enzimas reguladoras de flujo: El 

acarreador de aden1n nucle6tidos y la ATP-sintetasa. 

2. Debido a lo · anterior no parece existir una 

contribución importante de las deshidrogsnasas del 

Ciclo de Krebs al flujo en este sistema. 

3. En el estado 4 el principal punto de control es la 

permeabilidad pasiva a los protones, teniendo valores 

semejantes a los reportados para otros sistemas 

mitocondriales. 

4.Al igual que otros estudios es posible que exista un 

fuerte acoplamiento funcional entre el acarreador de 

aden1n-nucle6tidos y la ATP-sintetasa, ya que parece 

existir una relaci6n rec1proca entre la actividad de 

ambos y el que este modelo los · presente como ünicos 

sitios de control lo hace ideal para el estudio de esta 

hip6tesis. 

Transporte de c.2+ aitoaondri•l• 

l..Los datos obtenidos confirman que el gradiente 

mitocondrial est! invertido, o sea ¡ca2+1 0 > [Ca2+Jm 
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cuando la concentraci6n de ca2+ libre es menor a 500nM. 

En estas condiciones la velocidad de in~ercambio 

2Na+/ca2+ es mayor que la entrada electrogénica de 

ca2+. 

2. Los datos muestran que existe una modulación de la 

salida de ca2+ a nivel del intercambiador 2Na+ /Ca2+ 

debido a una inhibición del mismo por concentraciones 

de ca2+ externo. 

3.La activación de la salida de ca2+ por et-OH también 

ocurre en condiciones cercanas a las fisio16qicas, 

aunque se satura con concentraciones de et-OH> de D.4M, 

y debido a que esta activación ocurre en igual magnitud 

y de forma independiente del catión utilizado para 

inducir el eflujo probablemente involucre un cambio de 

permeabilidad en la membrana mitocondrial ocasionado 

por la activación de la fosfolipasa A2 mitocondrial. 

4. El hecho de que en condiciones muy cercanas a las 

fisiológicas las mitocondrias puedan almacenar 

cantidades de ca2+ comprendidas dentro del rango 

fisiológico apoya la idea de que este organelo podr1a 

jugar un papel importante en la regulación de los 

gradientes de ca2+ celular. 
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l\péndice A 

(Ais1amiento de mitocondrias de hepatoma AS-300) 

Diagrama de flujo para el aislamiento de 

mitocondrias de hepatoma por el método modificado: 

Células tumorales de liquido de ascitis. 

a)Centrifugar 500g 2min. 

b)Resuspender el paquete en 

medio NKT (apéndice H). 

)Centrifugar y resuspender 

dos veces m6.s.* 

Pastilla (C1) 

a)Resuspender en medio SHE (apéndice H).* 

b)Centrifugar 625g lOmin. 

Sobrenadante 

Sobrenadante 

a)Resuspender hasta una concentración de 3-6•106 

células/rol.* 

b)Titular con digitonina (marca Aldrich) en DMSO a 4ºC 

y en agitación hasta lisar el 85-90% de las células.* 

c)Duplicar el volumen. 

d)Centrifugar 3015g lOmin.* 

•Modificaciones realizadas a la técnica original. 



Pastilla (C3) 

a)Resuspender y duplicar el volumen. 

b)Homogenizar. 

c)Llevar hasta 50ml. 

d)Centrifugar 625g l.Omin. 

Pastilla (Hi) 

a)Resuspender y duplicar el volumen. 

b)Homogenizar. 

c)Llevar hasta soml. 

d)Centrifugar 625g l.Omin. 

Pastilla (H2) 

a)Resuspender y duplicar el volumen. 

b)Homogenizar. 

c)Llevar hasta soml. 

d)Centrifugar 625g l.Omin. 

l.56 

Sobrenadan te 

Sobrenadante (si.> 

Sobrenadante (S2) 

Pastilla (H3) Sobrenadante (S1+S2+S3)* 

a)Centrifugar 9800g l.O min. 
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Sobrenadan te 

a)Resuspender en el medio remanente con dedo frio e 

incubar con alb1lmina deslipidada al 5% (p/v) y 1mM de 

ADP 5min a 4•c.• 

b) Duplica.r el volumen con medio SHEA ·(apéndice H). 

c)Centrifugar 9800g 10min. 

Sobrenadan te 

a)Resuspender con dedo trio en el medio remanente. 
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Ap6n4ioa B 

(K•4ioi6n 4a1 control respiratorio (CR), y ·relaoi6n 

ADP/O) 

El CR se midi6 con la ayuda de un ox1metro y un 

electrodo de oxigeno tipo Cla.rk, e1 cua1 solamente 

determina directamente la velocidad de una reacci6n. 

A partir de estos controles respiratorios se puede 

establecer una relaci6n muy importante a nivel 

mitocondrial la cual ha sido denominada como relaci6n 

ADP/O ejemplo: 

-e 
'o •¡¡ ... 
.V 

o 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

-----~:-:_ ... 
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En este ejemplo las mitocondrias de hepatoma 

fueron incubadas con succinato como sustrato y 

rotenona. En donde se seftala se adicion6 AOP. 

El CR es un parámetro pre-quimiosm6tico para 

evaluar la calidad de la preparaci6n mitocondrial, y es 

definido como la velocidad respiratoria mantenida 

durante la máxima síntesis de ATP, o en presencia de un 

translocador de protones por lo que se tienen las 

siguientes relaciones: 

CR = Respiraci6n después de CCCP 

Respiraci6n antes de CCCP 

O bien: 

CR = Respiraci6n en edo.3 

Respiraci6n en edo.4 

Los valores tipicos.para esta relaci6n varian de 3 

hasta 15 en diferentes preparaciones [6]. 

La relaci6n ADP/0 puede ser establecida mediante 

la técnica del electrodo de oxigeno, en este método el 

grado de actividad en el estado 3 de la respiraci6n es 

obtenido con la. adici6n de pequellas alicuotas de ADP a 

las mitocondrias respirantes en estado 4, todas las 

adiciones de ADP son fosforiladas a ATP. La relaci6n 

ATP:ADP viene siendo tipicamente de 100:1 (figura) 

cuando se regenera un nuevo estado 4 y la relaci6n de 

moles de ADP adicionado/moles de oxigeno consumidas 
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puede ser calculada, y por lo tanto, el nfunero d~ ATPs 

sintetizados por ADP adicionado. 

La solubilidad del oxigeno en agua a 30°C 

y a la altitud de la Cd. de México es aproximadamente 

400ngatso2 /ml, y al emplearse un volumen de 1.9ml a una 

temperatura de 30ºC se tiene un valor de 780ngátomos de 

Oz/ml. De acuerdo a este valor y la distancia recorrida 

por cada estado 3, se pueden obtener la cantidad de 

ATPs sintetizados por cada ngat02 consumido mediante la 

siguiente relaci6n: 

ATP = nmolADP/ngatOz consumidos en edo.3, 
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:r.plndica e 

(Per11.aabilidad pasiva a protonea en estado 4) 

La permeabilidad pasiva a protones se midi6 

mediante el método propuesto por Groen (Bl]. Este se 

basa en titular el flujo en estado 4 con un ion6foro de 

protones, con la finalidad de tener diferentes qrados 

de estimulaci6n de la respiraci6n, que se loqran 

adicionando diferentes cantidades- de ion6foro o 

desacoplante. El valor de la permeabilidad se traduce 

en función de la cantidad de dssacoplante empleada. 

La técnica fundamentalmente consiste en incubar a 

las mitocondrias con oligomicina para tener la 

seguridad de que no esta ocurriendo ningün fenómeno de 

fosforilaci6n, y entonces titular con diferentes 

cantidades de desacoplante. ejemplo: 

O IO IOll llO 

cccP (penol). 
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Como se muestra en la fiqura, bajo ~eStas 

condiciones 1a velocidad de captaci6n de oxigeno es una 

funci6n lineal de la concentraci6n de desacoplante 

(CCCP) adicionado. 

Con la extrapolación a cero de la respiraci6n 

(intersecci6n con la abcisa) se obtiene cierta cantidad 

de desacoplante, la cual es equivalente a la actividad 

de la permeabilidad a protones. El valor de Ci para la 

permeabilidad pasiva a protones de la membrana 

mitocondrial podr1a ser entonces determinado por 

titulaci6n con desacoplante a diferentes velocidades de 

respiraci6n. 
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Ap6ndica D 

(Hadici6n del potencial tranemembranal Ae) 

La técnica empieada para la estimaci6n 

cuantitativa del potencial transmembranal fue la 

descrita por Rottenberg [120]. Esta se basa en la 

captaci6n y uni6n de cationes lipof 1licos a la membrana 

mitocondrial como: etidio+, tetrafenilfosfonio+ (TPP+), 

trifenilmetilfosfonio+ (TPMP+), y tetrafenilarsonio+ 

(TPA+), considerando el siguiente modelo: 

>60 
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vo1umen de disolvente 

extravesicular, Vi = el volumen de disolvente interno, 

Vmo el volumen de la superficie membranal externa, y 

Vmi el volumen de la superficie membrana! interna. 

Considerando que el volumen membranal es aquel ocupado 

por los fosfolipidos sobre la matriz y superficie 

citos61ica de la membrana 

aproximadamente la mitad 

interna y 

del vol.umen 

que 

de 

es 

los 

fosfo11pidos totales de la membrana interna.· En este 

modelo solamente se considera la uni6n del cati6n a la 

membrana interna mitocondrial, ya que aunque la externa 

también puede contribuir no existe un potencial 

considerable a través de la misma y la uni6n a ésta se 

considera como parte de la superficie externa de la 

membrana interna (Vm0 ). 

Con todas las consideraciones anteriores la 

ecuaci6n propuesta para el calculo del AGI en nuestras 

condiciones es la siguiente: 

6G> = (RT/ZF)Xn[(RcVo-K'ol/(Vi+K'ill 

Asumiendo que Kmo = Kmi y Vm0 · = Vmii entonces I<' i 

K' 0 , K'i Y K' 0 se obtienen de la uni6n del ani6n 

lipof11ico a la membrana interna mitocondrial, RT/ZF -

-60, V0 ª volumen del sobrenadante empleado, Vi - mg de 

prote1na mitocondrial en µl asumiendo que 1µ1 1mg, Re 

= CPM en la pastilla/CPM en el sobrenadante. 
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En nuestro caso se emple6 tetrafenilfoSfonio 

tritiado (3H-TPP+), como catión lipof1lico, la· técnica 

consiste en incubar 100µ1 de la preparación 

mitocondrial en 1ml de medio KKE adicionado con 3mM de 

fosfato, y los respectivos sustratos, a JOºC en 

agitación durante 2min, cumplido este tiempo se 

adicionaba un exceso de AOP, se toman diversas 

ali cuotas de la preparación al minuto de haber 

adicionado el ADP, las alicuotas tomadas corresponden a 

la preparaci6n completa, a el sobrenadante (después de 

centrifugar a 9000g imin), y a la pastilla 

mitocondrial, para después contarlas utilizando un 

contador de centelleo marca Beckman modelo LS7800 y 

calcular el yalor del 60 de acuerdo a las ecuaciones 

propuestas. 
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Ap6ndice B 

(Aislamisnto de mitocondriss de cora•6n) 

Diagrama de flujo para aislar mitocondrias de 

coraz6n de rata mediente el método propuesto por 

Moreno-Sánchez (126): 

Corazón 

a)Picarlo y lavarlo con 

medio SHE. (apéndice H). 

b)"J:ransferir al homogenizador 

y agregar por cada 600g de 

rata J.Smg de NAGARSE. 

c)Homogenizar en un tiempo no 

mayor de 10min. 

d)centrifugar a 9000g durante 

10ain. 

Sobrenadante (S1) 

a)Resuspender y homogenizar hasta la degradación total 

del tejido. 

b)Centrifugar a 625g durante 10min a 4°C. 

Pastilla (M2) Sobrenadante (S2) 

a)Centrifugar a 9000g 1omin a 4°C. 



167 

Pastilla (R1) Sobrenadante (S3) 

a)Resuspender e incubar smin, con albúmina deslipidada 

al 5% (p/v) y lmM de ADP. 

b)Diluir con SHEA (apéndice H) hasta un volumen final 

de 45ml. 

c)Centrifugar a 9ooog durante 1omin. 

Pastilla (R2) Sobrenadante (S3) 

a)Resuspender con dedo frie. 
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Ap6ndica P 

(Contro1 de las concentraciones de ca2+ ezterno) 

La [Ca2+¡ 0 se contro1ó mediante e1 emp1eo de 

amortiguadores de ca2+/EGTA, realizados de acuerdo a lo 

propuesto por Fabiato [1136,137] como se indica en 1a 

siguiente tabla: 

ca2+/EGTA [EGTAJt [CaCl2Jt 

est6ndar SOOmM lM 

0.15 Sml o.J75ml 

O.JO Sml o.750ml 

o.so Sml l.250ml 

0.65 Sml 1.625ml 

o.so Sml 2.oooml 

1.00 Sml 2.sooml 

1.20 5m1 3.oooml 

[MOPS)t 

lM 

lml 

lml 

11111 

lml 

lml 

lml 

lml 

3.525ml 7.3 

3.1501111 6.468 

2.650ml 4.678 

2.275ml 4.529 

l.900ml 4.387 

1.4001111 4.280 

o.900ml 4.200 

En todos los casos el pH final de la solución se 

ajustó a 7.200 con Tris. 

El c6lculo de la ¡ca2+¡ 0 se rea1iza mediante 

programas de computadora estab1ecidos por Fabiato, ya 

que permite calcular Kas relativas a partir de Kas 

absolutas. Partiendo de las concentraciones libres de 

ligando y de cationes se pueden calcular las 
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concentraciones totales requeridas de ligandos y 

cationes para generar determinados valores· de los 

cationes libres [l.l.9]. 
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Apéndice G 

(Compoaici6n da l.oa medios ampl.aadoa) 

componentes: 

a.SHE: 

Concentraci6n final. 

sacarosa . ............................... 250mM. 

HEPES ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 5mM. 

EGTA •••••••• .' •••••••••••••• • •• • •. •: • • ·• • • •. l.mM. 

pH (ajustado con Tris).····.···••••••••• •••• 7.2. 

b.SHEA: 

Sacarosa ••••••••••••••••• ~ ••.••• ·~.' ••••••• 250mM. 

HEPES ••••••••••••••• ; ••••••••••••••••••••• 5mM. 

EGTA •••• •••• ••••• ••• ••• •••••• •••• ••• •••••• lmM. 

Alblimina bovina •••••••••••••••••••• 0.5% (p/v). 

pH (ajustado con Tris) •••••. , •••••••••••••• 7. 2. 

c.NKT: 

Cloruro de sodio •••••••••••••••••••••••• l.50mM. 

Cloruro de potasio •••••••••••••••••••••••• 5mM. 

Tris /HCl. •••••••••••••••••••• ; ~ •• · •••••••• l.OmM. 

pH •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 7.5. 

d.KME: 

Cloruro de potasio •••••••••••••••••••••• ·l.20mM. 

MOPS ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 20mM. 

EGTA ••••••••••••••••••• ••• •• •••• •••• •••••• l.mM. 

pH (ajustado con Tris) •••••••••••••••••••• 7.2. 
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