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RESUMEN: 

El uniportador de calcio mitocondrial es responsable de la acumulación 
de este catión en la matriz, así como de otros cationes divalentes y 
lantánidos{Gunter y cols., 1990). A pesar de lo mucho que se sabe del 
uniportador de calcio en cuanto a su comportamiento cinético, se sabe poco 
sobre su identidad molecular. Aun más, existe gran controversia en cuanto a 
la naturaleza glicoproteica del mismo. Se ha reportado que una glicoproteína 
de 45 kDa y un péptido de 3 kDa podrían estar asociados al transporte de 
calcio mitocondrial; sin embargo, mediante la utilización de anticuerpos y 
análisis de la secuencia del estremo del amino terminal se determinó que la 
glicoproteina era un contaminante citosólico (Mironova y cols., 1994). Los datos 
más recientes sugieren que el uniportador de calcio podría ser una proteína 
compuesta por dos subunidades {Zazueta y cols., 1999). 

A partir de una fracción purificada de mitocondrias, es decir, libre de 
aquellos organclos celulares donde se encuentran típicamente glicoproteínas 
(membrana plasmática, aparato de Golgi y retículo endoplásmico) evaluamos 
el transporte de calcio en mitocondrias y mitoplastos tratados con N­
glicosidasa F con diferentes concentraciones de inhibidores específicos del 
transporte. Los resultados mostraron una disminución en la capacidad 
inhibitoria del rojo de rutenio y del rutenio 360 sobre el transporte de calcio. 
Por otro lado la unión específica del rutenio 360 a mitoplastos tratadas con 
glicosidasa, fue de l.64 pmol/ 0.1 mg, mientras que los controles presentan 
una unión máxima de 3.75 pmol /0.1 mg. 

Otros datos que apoyan la propuesta del carácter glicosídico del 
uniportador, son los que encontramos al evaluar el transporte de calcio en 
presencia de Con ca navalina A, donde se obtuvo una inhibición total 
utilizando 2mg de concanavalina A por mg de proteína mitocondrial en el 
medio de transporte. 

Mediante la estrategia experimental que hemos desarrollado podemos 
sugerir que el uniportador de calcio mitocondrial tiene al menos un residuo 
glicosídico formando parte de su estructura, y que probablemente este 
residuo está involucrado en el anclaje de inhibidores específicos del transporte 
de calcio mitocondrial, tales como el rojo de rutenio y el rutenio 360. Este 
residuo glicosidico no está relacionado con el transporte de calcio. 

Trabajo apoyado parcialmente por los proyectos 28666-N y 34387-N de 
CONACyT 
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INTRODUCCIÓN . 

La mitocondria es el organelo donde se lleva a cabo el metabolismo 

oxidativo en eucariontes. Contiene, como Albert Lehninger y Eugene 

Kennedy mostraron en 1948, las enzimas que median este proceso, 

incluyendo a la piruvato deshidrogenasa, las enzimas del ciclo del ácido 

cítrico, las enzimas que catalizan la oxidación de los ácidos grasos y las 

enzimas y proteínas redox implicadas en el transporte electrónico y la 

fosforilación oxidativa. Es pues, con razón que se describe a la 

mitocondria como la central "productora de energía" de la célula. 

El compartimiento mitocondrial interno, denominado matriz, 

consiste en una sustancia de apariencia gelatinosa con menos de 50% 

de agua, que contiene concentraciones notablemente elevadas de 

enzimas solubles del metabolismo oxidatlvo, así como sustratos, 

cofactores nucleotídicos e iones inorgánicos. La matriz contiene también 

la maquinaria genética mitocondrial -DNA, RNA y ribosomas- que 

sintetiza algunas proteínas mitocondriales. 

La membrana mitocondrial externa contiene una porina, proteína 

que forma poros no específicos, que permiten la libre difusión de 

moléculas de hasta lOkDa. 

La membrana interna, la cual contiene aproximadamente 75% en 

peso de proteínas, es completamente permeable al 02 , C02 y H20 y 
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contiene, además de las proteínas de la cadena respiratoria , numerosas 

proteínas de transporte que controlan el paso de metabolitos como el 

ATP, ADP, piruvato , ca• 2 y fosfato. La impermeabilidad de la 

membrana mitocondrlal interna permite el control del flujo de la mayoría 

de los iones, metabolitos y compuestos de masa molecular pequeña, 

permite la generación de gradientes iónicos a través de esta barrera y 

da lugar a la compartamentalización de las funciones metabólicas entre 

el citosol y la mitocondria. 

Regulación de la concentración de ca+ 2 en la mitocondria. 

La concentración de Ca 2 + dentro de la mitocondria se regula por 

tres mecanismos independientes. La entrada de Ca2+ se efectúa a 

través de un uniportador y la salida involucra 2 procesos que pueden 

depender o no de la presencia de Na+ en el medio. Además, existe un 

cuarto mecanismo que permite la liberación de grandes cantidades de 

Ca 1
', a través de un poro inespecífico que se forma en la membrana 

interna en respuesta a varios agentes (Gunter y Pfeiffer, 1990) figura l. 

La principal función de los sistemas transportadores de Ca2+ en 

la mitocondria es regular la concentración de este Ión dentro de la 
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matriz, debido a que el Ca2+ libre afecta la velocidad de flujo de la 

vía de la fosforilación oxidatlva. 

La velocidad de síntesis de ATP varía en presencia de 

concentraciones de ca 2 + entre 0.1 µM y 1 µM, el mismo intervalo en 

el que puede variar la concentración de este ión en respuesta a 

estímulos hormonales o eléctricos en condiciones fisiológicas (Denten 

1980; Hansford 1985; Brand y Murphy 1987). Algunas hormonas como el 

glucagon y la vasopresina, así como algunos agonistas u-adrenérgicos, 

pueden aumentar la concentración citoplasmática de Ca 2
• de 0.1 µM 

hasta 0.5 - 1 µM (Marban y R1nk, 1980; Hoek, 1992), y esto puede 

traducirse en un incremento en la concentración intramitocondrial de 

ca 2 + que activa la deshidrogenación de sustratos (Moreno-Sánchez y 

Hansford, 1988), por lo que se ha propuesto al Ca 2 + como un regulador 

de la velocidad de síntesis de ATP mitocondrial in vivo (Hansford,1985; 

MacCormack y cols, 1990) Tabla l. 
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La3 + Ca 2 + 

Na+ 

F A 

Ca 2 + 

Figura l. Transporte de ca 2 + a través de la membrana interna 
mitocondrial . La entrada de Ca 2+ a la mitocondria se lleva a cabo por 
medio de un uniportador dependiente del potencial eléctrico 
transmembranal mantenido por el bombeo de protones a través de los 
complejos respiratorios (CR). Este transporte es inhibido por rojo de 
rutenio (RR). Mg 7

' y La 3 ' • La salida de Ca]+ se efectúa en intercambio 
con Na• o H' y a través de un poro inespecífico que se forma en la 
membrana interna mitocondrial cuando la concentración de Ca 2

' es 
elevada y están presentes ciertos agentes como el fosfato (F) o el 
arsenato (A). 
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Tabla l. Sistemas enzimáticos mltocondriales regulados por Ca 2 + 
Tomada de Moreno - Sánchez (1988). 

ACTIVACION Localización Ka.s para Ca 2+ Referencias 
(~ 

Glicerol-1-Pi Cara externa de 0.6 Wernette y cols., 
Deshidrogenasa la membrana 1981 

mitocondrial 

Piruvato Matriz 1.08 Dentan y 
Deshidrogenasa mitocondrlal MacCormack, 

Fosfatasa 1980 

Isocitrato Matriz 1.19 
Deshidrogenasa mitocondrial Dentan y cols., 

1978 
Oxoglutarato Matriz 1.03 

Deshidrogenasa mitocondrial Dentan y 
MacCormack 

1980 
Succinato Cara interna de 1.3 

deshidrogenasa la membrana 
interna Ezawa y 

mltocondrial Ogata,1979 

INHIBICIÓN 

Piruvato Matriz mitocondrial 10-2Snmol/mg Foldes y 
Carboxilasa Barrit, 

1977 

Piruvato Matriz mitocondrial 0.01-0.5 Cooper 
Deshidrogenasa y cols., 
Cinasa 1974 

Carbamil fosfato Matriz mitocondrial 10-lSnmol/mg Meijer y 
sintetasa cols., 1981 
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Características del sistema de captación de ca 2 + mitocondrial 

Vasington y Murphy ( 1962) descubrieron que la mitocondria es 

capaz de acumular Ca 2 +. La captación está asociada a la respiración y a 

la hidrólisis de ATP, pudiéndose captar este catión incluso en contra de 

su gradiente. Los inhibldores de la cadena respiratoria inhiben la 

entrada de Ca 2
+ cuando el potencial trasmembranal se sostiene por la 

oxidación de sustratos, mientras que en presencia de ATP el transporte 

es inhibido por oligomicina, un inhibidor de la ATPasa mitocondrial 

(Lehninger y cols., 1967). En presencia de Pi y ADP la mitocondria es capaz 

de acumular hasta 3 µmol de Ca 2+ por mg de proteína (Scarpa y Azzone, 

1970). El transporte de Ca 2+ también se promueve por la salida de K+ 

inducida por valinomicina (Scarpa y Azzone, 1970). Todas estas evidencias 

indican que la entrada de Ca 2
+ depende de la energía del potencial 

transmembranal; es decir, el mecanismo de entrada de ca 2+ a la 

mitocondria es un proceso secundario dependiente de la respiración o de 

la hidrólisis de ATP. 

Las mitocondrias de todos los vertebrados y de muchos 

invertebrados estudiados son capaces de transportar Ca2+ (Bygrave, 1977; 

Lehninger y cols., 1967); este transporte se manifiesta en ciertas especies 

desde las etapas embrionarias (Bygrave y Ash, 1997). 
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En condiciones cercanas a las fisiológicas la cantidad de Ca2+ que 

se acumula es mucho menor a 3 µmol/mg; alrededor de 50 nmol de 

Ca 2 + en ausencia de Pi, o de 100-200 nmol/mg en presencia Pi. En estas 

condiciones las funciones mitocondriales no se alteran (slater y Cleland, 

1953; Brierley y cols., 1964). 

Varios cationes son transportados a la matriz mitocondrial a través 

de este acarreador. La selectividad del transporte es la siguiente: 

Ca 2+>Sr2 '>>Mn2+>Ba 2+ (Drahota y cols., 1969; Valnio y cols., 1970; Reed y 

Bygrave, 1974). También son transportados fierro, plomo y lantánidos 

(Kapoor y cols., 1985; Reed y Bygrave, 1974; Vainlo y cols., 1970). En 

mitocondrias de corazón, el transporte de Mg 2
• ocurre por un 

transportador diferente al acarreador de Ca 2+ (Brierley y cols., 1987; 

Crompton y cols., 1976; Diwan, 1987), mientras que en cerebro e hígado los 

inhibidores del transporte de Ca2 + inhiben también el transporte de 

Mg 2 ' (Rugolo y Zoccarato, 1984; Kun, 1976). El transportador de Ca2+ tiene 

baja actividad de transporte de Mg2• (Chapell y cols., 1963, Vainlo y cols., 

1970); sin embargo, la completa exclusión del transporte de Mg2+ a 

través del acarreador de ca 2
• parece ser tejido específica, existen 

evidencias de que la entrada de Ca 2+ no se efectúa en intercambio con 

ningún otro ión (Lehninger y cols., 1967; Rottenberg y Scarpa., 1974; Scarpa y 

Azzone., 1970). 

TF ~~¡r~ r111 \\J 
Tl¡\ ., ·, 
~1,(\J ¡ 
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La entrada de Ca 2 + a la rnitocondria ocurre a favor de su gradiente 

electroquímico, corno se esperaría para un unlportador, siguiendo la 

relación, 

[Ca2+], 
i\µc/+ = RT In +2 F(<pr - <pd) 

[Ca 2+]d 

donde i\µca 2 + es el gradiente de potencial electroquímico 

transrnernbranal de Ca 2 +, R es la constante de los gases, T es la 

temperatura absoluta , [Ca 2 +]r es la concentración de Ca2+ fuera de la 

rnitocondria, [Ca 7+]d es la concentración de Ca2+ dentro de la 

rnitocondria, F es la constante de Faraday y <pr y <Pd corresponden al 

potencial eléctrico fuera y dentro de la rnitocondria, respectivamente. 

Características cinéticas del uniportador mitocondrial de Ca 2 + 

El uniportador de Ca 2
+ presenta alta afinidad por este catión. La 

concentración de Ca 2
+ a la cual se obtiene la mitad de la velocidad 

máxima (Ko.s) se ha reportado entre 1-189 µM ( l!.kerman, 1977b; crompton 

y cols., 1976; Hutson, 1977; Pfeiffer y cols., 1976; Vlnogradov y Scarpa., 1973). Los 

valores de velocidad máxima (Vmax) en mitocondrias de hígado oscilan 

entre 700 y 1200 nmol/rnin rng ( Bragadin y cols., 1979; Hutson y cols., 1976; 

Vinogradov y cols., 1973); mientras que en mitocondrias de corazón tienen 
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una valor entre 400 y 1170 nmol/mln mg (McMlllin-Wood y cols., 1980; 

vercest y cols., 1978)·- Generalmente se dice que el transporte es mayor en 

hígado que en corazón, pero la velocidad más alta que se ha reportado 

se midió en mltocondrlas de corazón de perro: 1750nmol/mln/mg 

(McMillin-Wood y cols., 1980). Por otro lado, aún los valores más altos de 

velocidad reportados resultan subestimados, ya que la velocidad es 

limitada por el potencial transmembranal. 

El transporte de calcio sigue un comportamiento sigmoidal con 

respecto a la concentración de Ca2+, con un coeficiente de Hill que varía 

entre l. 7 y 2 (Bragadin y cols., 1979; Bygrave y cols., 1971; Heaton y Nicholls, 

1976; Hutson y cols., 1976; Reed y Bygrave, 1975; Scarpa y Grazziotti, 1973; 

Vinogradov y scarpa, 1973). Sin embargo, otros autores que no observan 

este fenómeno, sugieren que depende de la temperatura o de la fuerza 

iónica del medio, así como de la presencia de Mg 2 + u otras condiciones 

{Akerman, 1977b; .8.kerman, 1977; Bragadin y cols., 1979; Crompton y cols., 1976). 

Una alta concentración de iones impermeables como Mg2+ o u2+ , así 

como bajas temperaturas incrementan la sigmoidicidad del proceso 

( Bragad1n y col s., 1979). 

Un coeficiente de Hill de 2 indica que el Ca 2 + se une al menos a 

dos sitios en el uniportador, que pueden ser ambos de transporte o 

bien, uno de ellos de transporte y otro de regulación. Se ha descrito que 

cuando se unen concentraciones nanomolares de ca 2 + al uniportador de 
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calcio, la sigmoidicldad del transporte de Mn2+ se pierde y su velocidad 

aumenta, lo cual se explica diciendo que el Ca2+ se une a un sitio de 

activación que disminuye la energía de activación requerida para el 

transporte, con lo que aumenta la velocidad de transporte de 

Mn2+(Vinogradov y Scarpa, 1973). La velocidad de disociación de Ca 2+ de 

este sitio es lenta, comparada con la velocidad de transporte (Kréiner, 

1986 y Rlley, 1986). 

Inhibición de la entrada de ca 2 + 

Los lnhibidores del transporte de ca 2 + pueden ser de cuatro tipos. 

Entre los inhibidores competitivos se encuentran los Iones que también 

son transportados a través del uniportador , como el Sr2+, el Mn 2+, el 

Ba 2 +, el Fe2 + y los lantánidos. Existe otro grupo de inhlbldores que está 

formado por cationes como el Mg 2+, las poliaminas, los protones, que a 

pesar de no ser transportados por el uniportador, Interfieren en el 

proceso del transporte de Ca 2+ por unión o por apantallamiento de 

cargas. El tercer grupo de inhibidores lo componen policatlones como el 

rojo de rutenio y la hexamina de cobalto (Tashmukharnedov y cols., 1972 ). 

Estos inhibidores son muy potentes y presentan una baja constante de 

inhibición (Ki). Finalmente, existen algunos fármacos como los [!­

bloqueadores ( Noak y Greeff,1971), las guanidinas (Davldoff, 1974) y los 
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diuréticos (Gemba,1974), que actúan como lnhlbldores del transporte de 

Ca 2+. 

Los lantánidos se transportan muy lentamente a través del 

uniportador, por lo que pueden ser utilizados como inhlbidores 

competitivos efectivos (Vaina y cals., 1970). A partir de los datos de 

inhibición del transporte de Ca 2+ se ha calculado que existe un 

máximo de 0.001 nmol/mg de sitios de transporte sensibles a lantano 

en la membrana interna mitocondrial (Vaina y cals., 1970). Este dato 

representa uno de los estimados más confiables del número de 

acarreadores de Ca 2 + en la mitocondria. 

La inhibición del transporte de ca 2 + por Mg 2 +, especialmente en 

mitocondrias de corazón (Vaina y cals., 1970), se revierte parcialmente 

por Mn2
' (Allshire y cols., 1985). El cadmio es otro catión que inhibe 

competitivamente el transporte de Ca 2+ (Chávez y cals., 1985). El efecto 

del cadmio se previene con ditiotreltol, lo cual indica que el cadmio 

entra a la mitocondria e interactúa con algún grupo sulfhidrilo en la 

membrana, el cual es esencial para la translocación del Ca 2+ (Chávez y 

cols., 1985). Las poliaminas espermina y espermidina inhiben el 

transporte de manera similar al Mg2', con una K, de 180 µM (Jl.kerman, 

1977;Lenzen y cols., 1992); sin embargo, a bajas concentraciones de Ca 2' 

dichas poliaminas activan el transporte con una Ko.s de 50 µM en lugar 

de inhibirlo (Lenzen y cols., 1992). La inhibición p·or Mg2+ o por poliamlnas 
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puede ser debida a la unión de estos agentes cerca del sitio de 

transporte o por efectos de apantallamiento de cargas. 

El inhibidor más utilizado en el estudio del transporte de ca2 + 

mitocondrial ha sido el policatión rojo de rutenlo(Rossi y cols., 1973). El 

rojo de rutenio es un compuesto inorgánico producto de la síntesis 

química en el laboratorio y que no se encuentra en la naturaleza. El rojo 

de rutenio fue descrito por primera vez por Joly en 1892 y desde 

entonces se ha investigado ampliamente con el fin de conocer un poco 

más de sus propiedades. 

Purificación del uniportador mitocondrial de calcio. 

Se han hecho múltiples intentos por purificar el acarreador 

mitocondrial de calcio (Lehninger 1971, Sottocasa y cols., 1971, Gómez-Poyou 

1972, Blondin 1974, Carafoli y Sottocasa 1974, Jeng y Shamoo 1980, Mlronova y cols .. 

1982 y Ying y cols. 1991). Sin embargo, es difícil hacer una evaluación 

inequívoca de las diferentes preparaciones mltocondriales que han sido 

asociadas a este uniportador, ya que su actividad ionoforética no ha 

sido ensayada en los mismos sistemas experimentales. 
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A. Los primeros intentos 

Reynafarje y Lenhinger ( 1969) sugirieron que el unlportador de 

Ca 2+ podría ser aislado en forma soluble; así que Lenhinger en 1971 

separó una fracción a partir de mitocondrlas sometidas a un choque 

osmótico. Esta fracción contenía sitios de unión a calcio de alta 

afinidad y baja afinidad. La constante del sitio de alta afinidad fue un 

poco mayor a la constante calculada para mitocondrias completas. 

La unión de Ca 2 + a esta fracción no se inhibió por magnesio ni por 

desacopiantes. Se especuló que el peso molecular de la partícula 

responsable de la unión debía de exceder los 150 kDa , ya que sólo era 

retardada en una columna de sephadex G-200 y no en columnas de G-

100 o G-50. 

Gómez-Puyou y coi s. ( 1972) intentaron purificar el factor que une 

a Ca 7
+ con gran afinidad a partir del extracto acuoso de Lenhinger. Con 

respecto a la preparación inicial se calculó que el factor de unión a Ca 2
" 

fue purificado de 50 a 100 veces. El factor contenía tanto sitios de baja 

afinidad (Kd 500 µM y Bmax de 900 nmol/mg de proteína ), como sitios 

de alta afinidad (Kd 0.7-4 µM y Bmax 48-70 nmol/mg de proteína); 

cuya actividad no era inhibida por desacoplantes ni por inhibidores de la 

respiración. Esta fracción se componía de una proteína de 67 kDa y 

cuatro proteínas menores. Este extracto se convirtió en insoluble 

después de un proceso de diálisis , lo cual de álguna manera impidió un 

r1117pri 
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proceso de purificación más fino. Se analizó su composición, 

obteniéndose 1- 1.2 nmol de ácido sláiico por mlllgramo de proteína, lo 

cual corresponde a 0.2-2% de los sitios de unión a ca2+, por lo que se 

especuló que el ácido siállco no Intervenía en el proceso de unión a 

B. Evidencia de glicoproteínas en la mitocondria. 

Moore ( 1971) sugirió que la Insolubilidad del factor aislado por el 

grupo del Lehninger, era indicativo de que este extracto contenía 

pequeños fragmentos mitocondriales que precipitaban a bajas 

concentraciones de sal, probablemente fragmentos que contenían 

carbohidratos. Este mismo autor, conociendo la observación hecha por 

Bondareff ( 1970), de que las mitocondrias se tiñen con el colorante de 

mucopolisacáridos rojo de rutenio (Gustafson y Pihl, 1967 y Luft 1965), y 

sabiendo que los grupos sulfatos y carboxilos de los mucopolisacáridos 

son buenos candidatos para unir Ca2 +, estudió el efecto de este 

colorante en la unión y el transporte de calcio. El rojo de rutenio, a una 

concentración de 12 µM, impide que el calcio estimule la respiración 

mitocondrial, sin inhibir la respiración estimulada por ADP o 

valinomicina. Calculó que se unen aproximadamente 0.35 nmol de rojo 

de rutenio por mg de proteína, lo que representa el 25-30% del valor 
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estimado por Lehninger ( 1969) para sitios de unión de alta afinidad. 

Dichos estudios de inhibición, aunados a las evidencias de unión de Ca2+ 

a sitios de alta afinidad, establecieron que la molécula responsable de 

la captación de ca 2+ en mitocondrias es una proteína. El trabajo de 

Moore puso también de manifiesto la relación entre los carbohidratos y 

el rojo de rutenio, asimismo sugirió la naturaleza glicoproteica de esta 

proteína. 

El grupo de Bernard y colaboradores (1971) estudiaron la 

presencia de glicoproteínas en la mitocondrla y encontraron que 

aproximadamente el 80% del material que contiene carbohidratos en las 

mitocondrias se libera en forma soluble y que ambas membranas 

contienen estas moléculas asociadas probablemente a macromoléculas. 

Bosman y Martín (1969), conociendo la presencia de 

glicoproteínas en las mitocondrias (Brunngraber y Brown 1963, 1964), 

investigaron la capacidad de la mitocondria para incorporar 

monosacáridos a proteínas, encontrando que las mitocondrias aisladas 

son capaces de incorporar estas moléculas (fructosa, manosa, glucosa y 

galactosa), a partir de carbohidratos unidos a núcleos de difosfato, 

proceso para el cual no es necesario que las mitocondrias se encuentren 

íntegras. Localizaron monosacáridos en la membrana interna 

mitocondrial, mismo compartimiento en el que se observó la 
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incorporación de leucina marcada, lo que sugería que las proteínas que 

incorporaron tanto la leucina como el residuo gllcosídico eran muy 

similares a las que se sintetizan en la mitocondria in vivo; por lo que se 

concluyó que la mitocondria es capaz de sintetizar glicoproteínas e 

incorporar residuos de carbohidratos en su membrana interna. Se sabe 

también que la membrana interna y la externa de la mitocondria 

contienen sistemas de síntesis de N-glicoconjugados a través de la vía 

del doiicolpirofosfato (Lcvrat y cols., 1989); la membrana interna además 

es capaz de transferir azúcares unidos a nucleótidos a aceptares 

proteicos (Levrat y cols. 1990). 

C. Purificación de una qlicoproteína mitocondrial asociada 

a movimientos de calcio. 

Sottocasa y col s. ( 1971) describieron la purificación de una 

glicoproteína localizada en el espacio intermembranal. La fracción 

soluble recuperada contenía una serie de proteínas, las cuales se 

detectaron en un gel de poliacriiamida. Entre las proteínas obtenidas 

destaca una banda de 51 kDa, correspondiente al 20% de la proteína 

del extracto acuoso. Dicha proteína reacciona positivamente con el 

reactivo de Shiff, con toluidina, con azul alciano y rojo de rutenio, lo que 

denota su naturaleza glicoproteica. Sin embargo, en cuanto a su 

~, 



relación con el uniportador, la cantidad de glicoproteína obtenida 

contrasta claramente con el número de acarreadores calculados por 

Reed y Bygrave (1972). 

Posteriormente se determinó que la banda predominante de 

51 kDa estaba compuesta por varias proteínas, incluyendo a una 

glicoproteína. Esta última fue separada por un sistema combinado de 

electroforesis preparativa. La glicoproteína también pudo ser purificada 

sometiendo a las mitocondrias a un proceso de sonicación, lo que hace 

suponer que esta glicoproteína se distribuye entre la membrana interna 

y el espacio intermembranal, o bien se encuentra expuesta en la cara 

interna de la membrana interna mitocondrial. 

Sottocasa y cols., (1972) purificaron una glicoproteína de 42 kDa 

a partir de mitocondrias de hígado de bovino. La glicoproteína contenía 

cantidades variables de calcio y magnesio unido ( hasta 400 mol/mg) 

Por lo que toca a su capacidad para unir ca 2
•, se observaron dos 

componentes con distintas afinidades: el componente de alta afinidad 

unía hasta 72 nmol Ca 2 + /mg, mientras que el de baja afinidad unía 

hasta 600 nmol Ca 2 + /mg con una constante de disociación de 10 µM. 

Los inhibidores de la respiración mitocondrial, 

desacoplantes no afectaron el proceso de unión de 

así como los 

c~i/ a· esta 

preparación. Ya que el peso molecular de la proteína/uede 42 kDa, se 

calculó que un mol de proteína unía aproximadamente tres moles de 
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ca2+ con gran afinidad. Por otro lado, la glicoproteína aislada 

correspondió al 1 % de la proteína total, y por tanto constituiría toda la 

capacidad de la mitocondria para unir Ca2+. 

Para establecer si dicha proteína participa en movimientos de Ca 2+ 

se reconstituyó en un sistema de bicapas lipídicas {Sottocasa y cols., 

1972), encontrándose una disminución de la resistencia eléctrica solo en 

presencia de Ca 2 + y de manera sensible a rojo de rutenio {Prestlplno y 

cols., 1974). 

Por su parte, Sandri y cols (1976) estudiaron la liberación de la 

glicoproteína hacia el medio, después de someter a la mitocondrias a un 

choque osmótico. La cantidad de glicoproteína fue estimada por 

medidas densitométricas en geles de poliacrllamlda , y se determinó que 

la cantidad de proteína liberada en ausencia de calcio era el doble de la 

liberada en presencia del catión. Además, el EDTA un quelante de 

cationes, fue capaz de extraer también a dicha proteína, sin embargo, el 

EGTA no fue capaz de liberar a la glicoproteína. Por lo anterior los 

autores atribuyeron al magnesio un papel en la asociación de la 

glicoproteína a la membrana. 

Algunos de los acarreadores mitocondriales se han podido purificar 

como simples preparaciones proteicas con base en su peso molecular, 

después de una solubilización con detergente o solventes orgánicos 
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(Wethua y cols., 1992). También se han utilizado técnicas inmunológicas 

para identificar a dichos acarreadores. Mironova y cols. (1982), 

describieron una glicoproteína mitocondrial de 40 kDa y un péptido de 

3 kDa utilizando estas técnicas. El método de purificación incluyó una 

separación por exclusión molecular en cromatografía en gel después de 

una extracción orgánica con etanol. La capacidad ionoforétlca se evaluó 

en bicapas planas en presencia de 12 mM de Ca2 +. Dos de las 

fracciones fueron capaces de mediar el transporte de ca 2 -+·. A partir de 

una de ellas se purificó una glicoproteína de 40 kDa, y de la otra 

fracción se aisló un péptido de 3 kDa. El tratamiento con acetona no 

separó los carbohidratos de la glicoproteína, lo que sí ocurre con otras 

preparaciones glicoproteicas ( Panfili y cols .. 1976); esto es indicativo de 

que el residuo glicosídico se encuentra fuertemente unido a la proteína. 

La capacidad ionoforética de la fracción no disminuyó después de 

delipidarla, ni tampoco su sensibilidad al rojo de rutenio, sin embargo, 

después del tratamiento con una proteasa, la actividad de la 

glicoproteína se perdió totalmente. Por otro lado, los reactivos que unen 

a grupos tioles abatieron la actividad, tanto de la glicoproteína, como del 

péptido, mientras que el ditiotreitol restauró la actividad de ambos 

factores. 

Los anticuerpos preparados contra la glicoproteína de 40 kDa 

inhibieron el transporte de Ca 2+ en mitoplastos. ( Sarls y cols., 1993) y 0.5 
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mM de espermlna evitó en cierto grado, dicha Inhibición. Sin embargo, 

los anticuerpos que reconocieron la glicoproteína aislada por Minorova y 

colaboradores (1982) no reaccionaron con la glicoproteína aislada por el 

grupo de Sottocasa y cols. ( 1972) y no fueron específicos ni de órgano 

ni de especie (Dolgachova y Scarpa 1984), además de que reaccionaron 

específicamente en una preparación de flbroblastos y no en 

mltocondrias. 

En 1994 el grupo de Mlnorova purificó aún más el péptido de 3 

kDa. El péptido formaba canales selectivos para Ca2+, lnhlbibles por rojo 

de rutenio, así como con el tratamiento con proteasas. En estos ensayos 

en bicapas planas se utilizaron concentraciones de calcio relativamente 

altas (mM ), por lo que no se puede saber qué tan específica para ca2+ 

es esta preparación. Este péptido tambien se reconstituyó en un 

sistema de proteoliposomas, calculándose así una Km para Ca2 + de 20 

µM y una 150 para el rojo de rutenio de 2-3 nM (Mlnorova y cols. 1994). Ya 

que el péptido se purifico a partir de la preparación gllcoproteína­

péptido , este grupo sugirió que el uniportador de Ca 2+ comprende mas 

de un componente. La glicoproteína sólo contiene los sitios de alta 

afinidad para ca 2
+ y se desconoce qué tipo de sitios de unión a ca 2

+ se 

presentan en el péptido, los autores supusieron que contiene los sitios 

de baja afinidad (Utesheva y cols., 1989), Idea que es apoyada por el 
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hecho de que los ensayos de transporte con el péptido necesitan mucho 

más Ca 2+ que el complejo glicoproteína-péptido. 

A pesar de los estudios antes mencionados, no puede afirmarse 

que la preparación de Minorova y su grupo (1984) contenga al 

uniportador de Ca 2+, ya que existe evidencia de que la gllcoproteína es 

un contaminante citoplásmico, debido a que su secuencia del estremo 

amino terminal es muy similar a la de la proteína plasmática 

orosomucoide (Minorova y cols. 1994). 

Así, sobre la información generada años atrás, se mantiene la 

interrogante de si las preparaciones mitocondriales utilizadas en las 

investigaciones donde se reportan glicoproteínas son totalmente puras. 

Una vez definida esta selección se podrá establecer si las mitocondrias 

pueden contener glicoproteínas y si alguna de estas está relacionada 

con el uniportador de calcio mitocondrial. 

En el presente trabajo de tesis, para evitar cualquier tipo de 

contaminación en nuestras preparaciones mitocondriales modificamos el 

metodo de obtención de las mitocondrias por centrifugación diferencial, 

utilizando gradientes discontinuos de densidad durante los últimos 

pasos de extracción. 

A diferencia de muchos grupos de investigación, en los cuales se 

ha hecho la identificación de glicoproteínas utilizando métodos 

calorimétricos, nosotros identificamos a las glicoproteínas usando 
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anticuerpos que reconocen en las glicoproteínas de nuestras 

fracciones. 

En este trabajo proponemos que, de ser el unlportador de calcio 

una glicoproteína, al modificar los residuos glicosídicos 

enzimáticamente, obtendremos cambios en la actividad del 

transportador mitocondrial ó , dada la relación que se ha establecido 

entre el rojo de rutenio y los compuestos glicosiiados, cambios en el 

poder inhibitorio de este compuesto policationico sobre el transporte de 

calcio, lo que sugeriría la presencia de residuos glicosídicos como parte 

de la estructura del uniportador de calcio mitocondrial. 
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OBJETIVO GENERAL: 

Determinar la presencia de residuos glicosídicos en el 

uniportador de calcio mitocondrial 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Obtener fracciones mltocondriales puras, a partir de 

centrifugación diferencial en gradientes discontinuos de percoll. 

Definir la pureza de las fracciones mitocondriales, midiendo la 

actividad de enzimas marcadoras propias de los diferentes 

organelos celulares. 

Detectar la presencia de gllcoproteínas mediante el uso de 

anticuerpos que reconocen haptenos unidos específicamente a 

estas proteínas. 

Determinar en qué reglan de la mltocondrla se encuentran las 

glicoproteínas. 

Analizar mediante la acción de gllcosldasas específicas, el 

efecto de remoción de los residuos glicosídicos sobre el 

transporte de calcio en la mitocondrla y en mitoplastos. 

Analizar la relación entre la presencia de los residuos 

gllcosídicos y la Inhibición con el compuesto rojo de rutenio y 

Rutenio 360. 
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HIPÓTESIS 

Si al modificar los residuos glicosídicos de una fracción 

mitocondrial observamos un cambio en la capacidad de los 

complejos policatiónicos de rutenio para inhibir el transporte 

de calcio, entonces demostraremos la presencia de residuos 

glicosídicos asociados al uniportador de calcio. 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

Preparación de mitocondrias 

Para la obtención de mitocondrias se utilizaron riñones de ratas 

Wistar de 250 g, los cuales se depositaron en un medio frío de sacarosa 

250 mM, TRIS 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.3. Con este mismo medio se 

lavaron para eliminar tejido grasoso, posteriormente se cortaron en 

pequeños trozos y se homogenizaron. El homogenado se centrifugó a 

2500 RPM durante 10 min. Del que se recuperó el sobrenadante, que 

fue nuevamente centrifugado a 10 000 RPM durante 10 min¡ como 

resultado de esta centrifugación se recuperaron las pastillas que se 

resuspendieron con sacarosa 250 mM, TRIS 10 mM y se centrifugaron a 

10 000 RPM durante 10min, se resuspendleron las pastillas con lml 

(aprox) del medio antes descrito y con 0.2% de BSA ( Chávez y cols., 

1985). Se cuantificó proteína por el método de Lowry (Lowry 1951). 

Preparación de fracciones mitocondriales: 

Purificación ¡;ior gradientes de percoll: 

Una cantidad de 80 mg de mitocondrias se aplicaron a un gradiente 

continuo de Percoll de 25 a 40%. Se disolvió el Percoll en sacarosa 250 

mM, TRIS 10 mM pH 7.3 y se formo el gradiente con ayuda de una 

bomba peristáltica el volumen final fue de la mezcla fue de lOml , esta 

preparación (el gradiente de percoll y las mitocondrias) se centrifugó a 
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18 000 RPM por lSmin. Las zonas del gradiente ricas en mitocondrias 

se colectaron y se centrifugaron a 10 000 RPM durante 10 minutos 

utilizando sacarosa 250 mM , TRIS 10 mM para resuspender el pellet 

( lml aprox. ). Finalmente se cuantificó proteína de cada fracción por el 

método de Lowry (Lowry 1951). 

Obtención de mitoplastos: 

La membrana externa de las mitocondrias se rompió con 0.06 mg 

digitonina/mg de proteína durante 15 minutos a 4 ºC . Se centrífugo a 

10 000 rpm, se obtuvo los mitoplastos en la pastilla y la membrana 

externa en el sobrenadante. Para la obtención de los otros 

compartimentos mitocondriales, los mitoplastos se rompieron con 

lubrol, incubándolos a una concentración de 0.16 mg/mg de proteína 

por 10 minutos en frió. Se centrífugo a 50 000 rpm por 30 minutos 

obteniéndose en el sobrenadante proteínas de matriz y en la pastilla 

proteínas de membrana interna. Se cuantificó proteína por el método de 

Lowry (Lowry 1951). 
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Obtención de la fracción semlpuriflcada del uniportador de calcio 

Una cantidad de 150 mg de partículas submitocondrlales (obtenidas 

por el método de Lee y Ernster, 1965) ,6 mi de colato de sodio al 5% 

y 25 mi de Sacarosa 250 mM y TRIS 10 mM pH 7.3 , se agitaron en 

frío por 30 mln. La mezcla se centrifugó a 45 000 rpm por 45 min. El 

sobrenadante de saturó con 50% de sulfato de amonio en agitación 

por 30 min. Se centrifugó a 10000 rpm por 10 mln~ El sobrenadante se 

dializó contra TRIS SO mM toda la noche (Zazueta y cols.,1994). Se 

cuantificó proteína por el método de Lowry (Lowry 1951). 

Medición de enzimas marcadoras para diferentes organelos. 

Fosfatasa ácida: Esta hidroiiza al grupo fosfato del p-nitrofenil 

fosfato produciendo p-nitrofenoi: 

¡11 
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Funciona a valores de pH ácidos y se localiza principalmente en 

lisosomas. Se preparó una mezcla de reacción de p-nitrofenil fosfato 

16 mM (sustrato) y acetato de sodio 180 mM/acético pH 5.0 
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(amortiguador) en una proporción de 1: 1 en tubos eppendorf, tantos 

corno el número de fracciones, así corno un duplicado de cada fracción y 

un blanco. A cada tubo se le agregó 0.2 mi de la solución de reacción y 

se adicionaron 5 µg de cada fracción (en el caso del blanco se compensó 

el volumen con amortiguador). Los tubos se incubaron a 37° e durante 

30 rnin , se detuvo la reacción con 0.6 mi de NaOH 0.25 M y se 

centrifugaron a 10 000 rprn en una rnicrofuga durante 1 rnln. Se 

leyeron los tubos en un espectrofotórnetro a 410 nrn. (E=p-nitrofenol 

9620 M/crn) (Schnaintman y cols.,1968). 

Fosfatasa alcalina: Esta fosfatasa actúa a pH básicos. La actividad 

se localiza en la membrana plasmática. Se utilizó p-nitrofenil fosfato 

corno sustrato para producir p-nitrofenol . Se ocupó una mezcla de 

reacción que contenía p-nitrofenol fosfato y borato de sodio 50 rnM­

NaOH pH 9.8 , en una proporción de 1: 1 (v:v), con 20 µI de MgCl2 por 

cada 10 mi de la muestra de reacción y 5 µg de cada fracción 

rnitocondrial. Se colocaron 0.2 mi de la mezcla de reacción en tubos 

eppendorf según el número de fracciones ; todos los tubos se incubaron 

durante 30 rnin, a una temperatura de 37° C , la reacción se detuvo 

utilizando 0.6 mi de NaOH 0.25 M ; se centrifugaron los tubos en una 

rnicrofuga durante 1 rnin a 10 000 rpm y po~teriorrnente se leyeron a 

410 nrn en un espectrofotórnetro ( Schnaintman y cols.,1968). 
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Glucosa 6-fosfato-fosfatasa: Cata liza la reacción: 

G-6P + H20 7 Glucosa + Pi. 

Se encuentra localizada principalmente en retículo endoplásmico. 

Para medir esta actividad se preparó en tubos nuevos una solución de 

reacción con glucosa 6-fosfato (sal de sodio) 0.1 M, un amortiguador de 

histidina 35 mM y EDTA 10 mM en una proporción de 2.5:1:1 (v:v:v); 

así mismo se preparó un control negativo únicamente con histidina 35 

mM y EDTA 10 mM en una proporción 3.5:1 (v:v). Se prepararon tubos 

por duplicado de cada fracción con 0.45 mi de la solución de reacción y 

50 µg de muestra de cada fracción mitocondriai; los tubos se incubaron 

durante 30 min a 37° e , se detuvo la reacción con 2.5 mi de TCA y 

se dejó en hielo durante 20 min. Se centrifugaron los tubos a 3000 

rpm durante 10 min. Se tomó 1 mi del sobrenadante y se le agregó 1 

mi de agua así como 0.25 mi de molibdato de amonio 2.5% en H2 504 

2.5 M y 0.1 mi de solución reductora (0.5 g de 1-amino-2naftoi-4 ácido 

sulfúrico, 6 g de Na2S03 anhidro disueltos en 200 mi de NaHS03 15%) a 

cada tubo. Finalmente se calentaron los tubos en baño María durante 

1 O min, una vez que estos se enfriaron se tomó lectura en un 

espectrofotómetro a 820 nm. Para poder cuantificar el Pi resultado de 

la reacción se interpolaron los valores de absorbancia contra una curva 

de Pi ( Schnalntman y cols.1968). 
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Cata lasa: Cata liza la reacción: 2 H2 0 2 

actividad se encuentra localizada en peroxisomas (echen G., 1970). Se 

colocaron 50 µg de cada una de las fracciones mitocondriales (por 

duplicado) a tubos eppendorf con 40 µI de amortiguador de fosfato 

0.01 M pH 7.0, se adicionó 0.5 mi de sustrato (6 mM H202 en 0.01 M 

de amortiguador de fosfatos pH 7.0), después de un minuto se 

adicionaron 0.1 mi de H2S04 6 N , para finalizar con O. 7 mi de KMn04 , 

se leyó inmediatamente en un espectrofotómetro a 280 nm. 

Citocromo oxidasa: Esta enzima catallza la oxidación de cuatro 

moléculas de Citocromo C y la reducción concomitante de una molécula 

de oxígeno por cuatro electrones: 

4 Cit c2crec1>' + 4H+ + 02---;;.. 4Cit c3c~~il+ + 2H20 

la actividad sólo se encuentra en mitocondrias 

(Brautigain,D.C .. 1978). Se incubó 1 mg de proteína de cada una de las 

fracciones mitocondriales a 25° C en 2 mi de medio: 25 mM 

TRIS/acetato pH 7.4; 7 mM ascorbato. Con el oxímetro calibrado a 

100% y una velocidad de papel de 2 mm/seg se midió el consumo de 

oxigeno, se agregó 5 µM de citocromo C , 0.5 µM de antimicina A y 

0.25 µM de CCCP. Se hizo un control utilizando cianuro de potasio a una 

concentración de 1 mM para inhibir a la enzima. 
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Ezimas marcadoras para compartimentos mitocondriales 

Monoamino oxidasa: Esta enzima se localiza en la membrana 

externa de la mitocondria, se sigue la formación de 

benzaldehido(E= 1.32x104 M/cm) espectrofotométricamente a 250 nm a 

37ºC (Schnaintman y cols.,1967) en un sistema de ensayo con 2.4 mi de 

solución amortiguadora de KH2P04 200 mM + TXlOO pH 7.6, con 

3.125 µM de benzilamina , se inició la reacción con O.OS mg de 

proteína. 

Malato deshidrogenasa: Esta enzima se localiza en la matriz 

mitocondrial, seguimos la siguiente reacción espectrofotométricamente: 

Oxaloacetato + NADH2 <E----?> Malato + NAO+ 

en una solución amortiguadora de fosfato de potasio a pH 7.5 (3 mi) 

con o.s pM de oxalacetato, más la adición de 150 pM de NADH . Se 

inició la reacción con 50 pg de proteína y se leyó la oxidación del NADH 

a 360 nm a 2sºc. 

Adenilato cinasa: Esta enzima se encuentra en el espacio 

intermembranal de la mitocondria. Este ensayo se midió 

espectrofotométricamente a 360 nm a 2sºc, siguiendo la reducción de 

NADP con hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, utilizando el 
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ATP producido por la enzima en presencia de ADP (Schnaintman y 

cols.,1968). El ensayo se realizó en una cuveta de cuarzo con 3ml de 

solución amortiguadora de TRIS 0.2M + 0.3% de tween 20 pH 7.3 con 

las siguientes adiciones: ADP 5 mM, NADP 0.2 mM, MgCl2 5 mM, glucosa 

1 M. Se inició con 50 µg de proteína. 

Citocromo oxidasa: como se mencionó anteriormente esta enzima 

catallza la oxidación de cuatro moléculas de citocromo c y la reducción 

de cuatro moléculas de oxígeno por cuatro electrones 

(Brautigain,D.C.,1978). se utilizó esta enzima como marcadora de la 

membrana interna mitocondrial. 

Acumulación de calcio: 

Para esta medición se ocuparon muestras frescas de mitocondrias 

y/o mitoplastos , se puso un miligramo de proteína en un medio de 

sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, succinato 10 mM, fosfato 3 mM, en 

agitación constante, se tomaron alícuotas de 100 µI a diferentes 

tiempos, se filtraron con vació en membranas de nitrocelulosa (0.45µ). 

La acumulación de calcio se inició con 50 µM de 45Ca 2+ con una 

actividad especifica de 600 cpm/nmol. Se lavaron los membranas de 

Rr~-..• , ·' ,'\_I 

. ·' ~1"r-1r ------- - , : :~.\~_:'L 
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nitrocelulosa con 0.1 M de KCI para retirar la unión inespecífica de 

calcio. La actividad de las muestras se medió en un contador de 

centelleo marca Beckman modelo LS 7800 (Zazueta y cols., 1994). 

Los ensayos de inhibición del transporte se realizaron en un medio 

de 125 mM de KCI, 10 mM HEPES, 10 mM succinato y 3 mM de ácido 

fosfórico pH 7 .3, a 25ºC a diferentes tiempos y con diferentes 

concentraciones de los inhibidores (zazueta y cols., 1999). El rojo de 

rutenio , el rutenio 360, el lantano y concanavalina A se disolvieron en 

agua para preparar los Stock. 

Síntesis del análogo del rojo de rutenio : 

RUTENIO 360: 

Se disolvieron 2.5 mg de cloruro de rutenio, en 0.015 mL de 

ácido clorhídrico a una concentración de 6 N junto con 0.002 mL de 

etanol absoluto. Esta mezcla se calentó por 60 minutos a una 

temperatura de 90 ºe , después se adicionaron 0.002 mL de amoniaco 

concentrado y 0.2 mL de hidróxido de amonio 12 N .. Esta mezcla se 

calentó por 20 minutos a 90 °c, finalmente se incubó i2 horas a 

40 ºc. 
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El volumen que se recuperó se pasó por una columna de 

carboximetilcelulosa que previamente se equilibró con formiato de 

amonio 0.2 M, pH 5.0. La eluclón se hizo con un gradiente lineal de 

concentración de formiato de amonio de 0.2 a 0.6 M. Para finalizar se 

realizó un espectro donde se seleccionaron aquellos tubos que 

presentaban un pico de absorbancia a 360 nm. Estos tubos se 

reunieron en uno solo y se cuantificó la concentración final de rutenio 

360 (e= 2.6X104 lt/mol.cm). Para el caso del rutenio 360 marcado 

radioactlvamente se siguió la misma estrategia, solo que se partió de 

cloruro de rutenio con marca radioactiva. 

Unión de Ru360: 

EN MITOPLASTOS: 100 µg de mitoplastos fueron incubados con 

diferentes concentraciones de rutenio marcado, con una actividad 

específica de 400 cpm/pmol; en un medio de TRIS 50 mM, KCI 0.1 mM, 

MgCI 0.1 mM y NaCI 60 mM; pH 7.5 por 10 min. Se agregó 10 mM de 

rutenio 360 sin marca, finalmente se centrifugó 10000 rpm por diez 

minutos, se contó la marca radioactiva en un contador de centelleo. 
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EN LA FRACCIÓN F90: en un gel de acrilamida en gradiente de 

12 al 15 %, se corrieron SO µg de la fracción F90, se incubó el gel con 

100 nM de rutenio 360 marcado por 16 hrs. Se hicieron cortes a cada 

2.5 mm a lo largo del gel. La radioactividad en los cortes del gel fueron 

cuantificados en un contador de emisiones gamma (zazueta y cols., 1999). 

Detección de proteínas con anticuerpos: 

Para la detección de glicoproteínas se utilizaron anticuerpos anti-

digoxigenina (Roche). Este hapteno se unió a los grupos aldehído de los 

azúcares de la proteína. Las muestras se corrieron en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida en gradiente de 12 al 15 % y se 

transfirieron a papel de nitrocelulosa para revelarlos con anticuerpos 

específicos (Western blot). Se emplearon también enzimas para el corte 

de residuos glicosídicos, para ello se incubó 0.01 U de enzima por cada 

miligramo de proteína a temperatura ambiente por 30 min. Para 

obtener mitocondrias libres de lípidos, se hicieron extracciones con una 

mezcla cloroformo metano! 2: 1 (v:v). 
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Desglicosilación de glicoproteínas: 

La enzima N-glicosidasa F (Roche) se utilizó para el corte de 

residuos glicosídlcos, para ello se incubaron 0.01 U de enzima por cada 

microgramo de proteína según sea el caso, en un medio con 50 mM de 

fosfato de potasio, 10 mM de EDTA, 0.5% de Tx-100, 0.2 % de SDS, 

0.1 % 13-mercapto etanol a temperatura ambiente por 30 mln. En el 

caso de los mitoplastos se uso el medio antes de;;crlto sin SDS, las 

muestras de mitoplastos se lavaron con 250 mM de sacarosa, 10 mM de 

TRIS pH 7 .3 y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos y se 

recuperó la pastilla en el mismo buffer. 
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Estrategia experimental. 
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RESULTADOS. 

De acuerdo con los objetivos planteados, se probaron 

diferentes gradientes porcentuales de percoll siendo el más 

satisfactorios para el aislamiento de las mltocondrias el gradiente 

continuo de 25% y 40%, en donde se obtuvieron dos regiones de 

sedimentación, la fracción 1 y 2 . La actividad específica de las 

enzimas marcadoras evaluadas en dichas fracciones se muestran en el 

siguiente cuadro: 

Cuadro l. Actividad especifica de diferentes enzimas marcadoras (n=8) 

Fracción 1 

Fracción 2 

Mitocondrias 

Homogenado 

Fosfatasa 
ácida 
11mol / mg 
min. 

3.34 
± 2.7 

1.26 
± 0.79 

3.22 
± 1.9 

2.57 
± 0.98 

lisosoma 

-- --------------------

Fosfatusa Catalasa 
alcalina 
11mol / mg / 11mol / mg / 
min. min. 

Glucosa-6-
fosfato 
fosfatasa 
11mol / mg / 

7.59 
± 3.3 

0.0356 11.90 

34.75 
± 6.65 

37.08 
± 6.7 

16.99 

10.022 

0.0146 
±0.009 

0.0238 
±0.006 

0.0314 
± 7.7 ± 0.019 

membrana peroxisoma 

± 5.7 

18.97 
± 8.4 

24.70 
:1: 5.9 

9.29 
±3.2 

reticulo 

Citocromo 
oxidasa 
nAO / mg / min. 

1327.07 
±150 

1227.36 
± 136 

1336.87 
±105 

408.54 
± 66.4 

mitocondria 

Los datos del cuadro l, se procesaron para determinar la 
actividad total presente en nuestras muestras: 



Cuadro 2. Actividad total de diferentes enzimas marcadoras. 
·-------· 

Fosfatasa Fosfatasa Cata lasa Glucosa- Citocrom 
ácida alcalina 6-fosfato o 
~1mol/min ~·mol/min ~1mol/min fosfatasa oxidasa 

Fracción 
-· - . - --- --·---·- - __ ¡.i_m_oj¿i:ri_ln_ __ri~Q{[QiQ_ 

87 192 0.09 301 27,430 

Fracción 2 82 509 0.21 480 26,562 

Mitocondrias 284 2,860 1.80 1,900 107,323 

Homogenado 5,155 33,370 62.5 18,440 464,509 

Se calculó la cantidad d_e actividad remanente presente en cada fracción 

respecto al homogenado, ésta se muestra en el siguiente cuadro: 

Cuadro 3. Porcentaje de actividad remanente de diferentes enzimas 
marcadoras con respecto al homogenado. 

Fosfatasa Fosfatasa Cata lasa G 1 u cosa-6-fosfa to 
Ácida Alcalina f()§fªtªsª __ 

Fracción 1 1.7 0.56 0.14 1.63 

Fracción 2 1.6 1.50 0.35 2.60 

Mitocondrias 5.6 8.5 3.5 10.6 

--·····------
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El fraccionamiento mitocondrial con las técnicas descritas dió lugar 

a la obtención de fracciones enriquecidas de mitoplastos, membrana 

externa, interna, proteínas intermembranaies y de la matriz, todas ellas 

obtenidas a partir de la fracción l. que es la que presentó menor grado 

de contaminación por otros organelos celulares, principalmente 

tomamos en cuenta la aportación de proteínas contaminantes de 

membrana plasmática. 

Se evaluó la actividad de las enzimas marcadoras de los diferentes 

compartimentos mitocondriales (cuadro 4 ). 

Cuadro 4. actividad de las enzimas marcadoras de los diferentes 
compartimentos mitocondriales (n= 9) , AND actividad no detectada. 

--------
Malato Monoamino Adenilato- Citocromo 
Deshidroge- Oxidasa Cinasa oxidasa 
nasa nmol/mg/min nmol/NADP/mg/ nAO/mg/min 
nmolNAD/mg/ min 
min -- - .. - ·--- -·- ----·-- . ·-- --- ----

Membrana 364.25 2.42 27.11 AND 
Externa ± 172.72 '- 0.95 ± 12.68 

Proteínas 613.18 AND 199.23 AND 
lntermembra- '- 173.58 so 36.36 
na les 

Membrana 440.91 1.24 41.01 296.89 
Interna ± 176.12 ± 0.43 ± 4.1 ± 91.61 

Matriz 4 639.42 0.84 99.31 23.23 
± 1067.99 ± 0.1 ±12.51 ± 13.02 

--------
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Como se observa la malato deshldrogenasa que se encuentra 

típicamente en la matriz, formando parte del conjunto de enzimas 

solubles, representa el 76% de la fracción mitocondrial que corresponde 

a la matriz; de igual forma, la adenilato cinasa y la citocromo oxidasa, 

encuentran su mayor actividad (54% y 93%) en las subfracciones 

mitocondriales del espacio intermembranal y de la membrana interna, 

respectivamente. La monoamino oxidasa, que es una enzima típica de 

la membrana externa, se caracterizó siempre por ser muy lábil, 

suponemos que debido a esto es que se obtuvieron valores, por debajo 

de lo reportado. Una vez que se hicieron las pruebas enzimáticas 

correspondientes a cada subfracción, se procedió a la detección de 

glicoproteínas con anticuerpos específicos en cada uno de estos 

compartimentos 
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Fetuina --+ 
100 kDa 

18 kDa ___.. 

1 2 3 4 5 

.... ' 

Figura l. inmunoréplica de Glicoproteínas de las diferentes subfracciones 
mitocondriales. La cantidad de proteína que se corrió los carriles 2-5 fue 
de 25 µg. El carril 1 corresponde a la glicoproteína fetuina, 2 matriz, 3 
membrana interna, 4 espacio intermembranal y 5 membrana externa. 
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En la figura 1 es posible detectar gran variedad de gllcoproteínas 

en cada una de las fracciones; además en cada carril podemos apreciar 

un bandeo diferente. Es importante mencionar que se obtuvieron a 

partir de fracciones mitocondriales pasadas por un gradiente de percoll. 

En el primer carril de la figura 1 podemos observar el control 

positivo de fetuina; en el segundo carril se tiene a la fracción 

enriquecida de matriz mitocondrlai, el tercer carril corresponde a la 

fracción de membrana interna y el cuarto carril es una fracción de 

proteínas del espacio intermembranal y el quinto carril corresponderla a 

una fracción de membrana externa. Si se observa detenidamente los 

carriles 3 y 4, podemos notar la clara diferencia tanto en bandas como 

en pesos moleculares. Aparentemente no se encontraron bandas con el 

mismo peso molecular, lo que indicaría una contaminación cruzada entre 

las fracciones. Cabe también mencionar que la mayoría de las 

glicoproteínas aquí mostradas tienen un peso molecular entre los 60 los 

y 110 kDa, aunque también se observan algunas proteínas de pesos 

moleculares menores, pero al estar en menor concentración respecto a 

las demás, no se alcanza a distinguir como las proteínas de mayor peso 

molecular. Finalmente en el quinto carril tenemos a la fracción de 

membrana externa en la que solo podemos observar tres bandas muy 
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tenues que corresponderían a las gllcoproteínas presentes en esta 

fracción. 

De acuerdo con los objetivos planteados, degllcosilamos la fracción 

de membrana interna, pretendiendo poner de manifiesto la acción de la 

enzima, así como trasladar las condiciones de degllcosilaclón a las 

fracciones de mltoplastos o de mltocondrlas, según fuera el caso. 

Fetuina 
100 kDa 

1 2 3 4 5 6 

•• 
11 

Fig 2. Inmunoréplica de proteínas de membrana interna, 25µg de 
proteína por carril. Los carriles 3 y 6 fueron incubados con 
endoglicosidasa H, los carriules 2 y 5 N-glicosidasa F. El carril 1 
corresponde al control de fetuina y el 4 corresponde al control de 
membrana interna. 
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En la figura 2 se muestra la inmunoréplica de proteínas de 

membrana interna electrotransferidas. En este experimento 

comprobamos que las proteínas que reaccionan con el anticuerpo son 

glicoproteínas, ya que la detección se pierde al remover los residuos 

glicosídicos. En el primer carril esta el control de fetuina, en el segundo 

carril corresponde a la fetuina tratada con gllcosldasa F, en donde se 

pierdó la banda aproximadamente 100 kDa que aparece en el primer 

carril; el mismo caso es para el tercer carril, donde estaba la fetuina 

tratada con endoglicosidasa H. El cuarto carril corresponde a un control 

de una fracción enriquecida de membrana interna mitocondrial que da 

positivo al ser revelado con los anticuerpos, no así en el caso del quinto 

y sexto carril, se comprobó el corte del residuo glicosídico por parte de 

ambas enzimas. Es importante resaltar que se ocuparon dos diferentes 

enzimas para esta membrana en particular. La N-glicosidasa -F, que 

corta residuos glicosídicos unidos a una asparagina y la 

endoglicosidasa H que corta residuos N-glicosídlcos ricos en manosa. 

En los experimentos anteriores, c~n las fracciones enriquecidas de 

los compartimentos mitocondriales icfentlfiéamos las glicoproteínas 

presentes en cada uno de ellos, medlánte un Western blot. Asimismo, 

se hicieron controles con fracciones delipidadas para comparar las 

bandas y tratar de descartar la posibilldad de detectar glicolípidos , la 
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membrana no mostró diferencia entre el carril con mitocondrias 

delipidadas respecto al control (datos no mostrados). Una vez · que se 

estableció que lo que se observa en las membranas correspondía a 

glicoproteínas, se utilizó a la N-glicosidasa F en fracciones purificadas 

de membrana interna. Este paso fue crucial, pues las condiciones en 

donde se observa la pérdida de bandas (figura 2), fueron las mismas 

que se utilizaron para evaluar el transporte de calcio en las mitocondrias 

y en los mitoplastos. 

Se evaluó la acumulación de calcio en las condiciones en las que 

se hizo la deglicosilación de proteínas mitocondriales, esto es, 

incubando fracciones de mitocondrias y mitopiastos por 30 minutos en 

presencia de N-glicosidasa F. Una vez terminado el tiempo de 

incubación se midió el curso temporal de acumulación de calcio en 

mitocondrias y mitoplastos. En la figura 3 se observa que las fracciones 

tratadas con la glicosidasa no modificaron su transporte respecto a las 

controles. Esto sugirió que los residuos glicosídicos no modifican la 

actividad de translocación del calcio hacia el interior de la matriz 

mitocondriai. 
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sometidas a la acción de N-glicosidasa F . Las mitocondrias y los 
mitoplastos fueron incubados 30 minutos a temperatura ambiente, 
con O.O 1 Unidades de N-glicosidasa F por µg de· proteína total. 
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Ya que el transporte de calcio no se modificó por la acción de la 

enzima, se puede sugerir que los residuos glicosídicos no se requieren 

para el proceso de transporte; sin embargo, se tenla que explorar que 

es lo que sucede con el transporte en condiciones en las que se usaron 

alizar rojo de rutenio y su análogo el rutenio 360 como inlhlbidores. 

Para ello, se sometió a fracciones de mitoplastos a la acción de la 

enzima y se evaluó el efecto Inhibitorio tanto del rojo de rutenio como 

del rutenio 360. 

La figura 4 muestra la inhibición producida por el rojo de rutenio 

en el transporte de calcio en mitoplastos controles y en mltoplastos que 

han sido deglicosilados. Con respecto a los controles, se produce una 

disminución del efecto de rojo de rutenio en las fracciones de 

mitoplastos tratadas con glicosidasa. Se observa una inhibición casi total 

del transporte desde 3 µM de rojo de rutenio, mientras que en los que 

fueron desglicosilados, el transporte solamente disminuye en un 20% a 

esta concentración. Esto nos habla de la importancia de la presencia de 

un residuo glicosídico en la estructura molecular del unlportador de 

calcio para que se lleve a cabo la inhibición por este compuesto. 

53 



e 
·O ·e:; 
i5 
.e 
e 

~ o 

• control 
• glicosidasa 

100 

80 

60 

40 
T 

20 

04-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-

_o_ 2 3 

R.R [µM] 

Fig.4 Transporte de calcio a diferentes concentraciones de 
Rojo de Rutenio evaluado en condiciones en donde los 
mltoplastos fueron sometidos a la acción de N-glicosidasa F 
(n=6). Los mitoplastos fueron incubados 30 minutos a 
temperatura ambiente, con 0.01 Unidades de N-glicosidasa F 
por µg de proteína total. 
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Es clara la pérdida del poder inhibitorio del rojo de rutenio en .el 

transporte de calcio mitocondrial, por lo que nuestro interés se centró 

en un potente derivado del rojo de rutenio; el rutenio .360. Se 

sometieron fracciones de mitopiastos a la acción de la glicosidasa y se 

evaluó el transporte de calcio en estas condiciones. En la figura 5 se 

observa una disminución de la inhibición producida por el rutenio 360 

en las fracciones deglicosiladas; a partir de 9 nM de rutenio 360 en el 

medio de transporte se llega solamente a un 10% de inhibición, 

producida por este compuesto, mientras que en las fracciones controles 

se alcanzó el 50% de la inhibición del transporte. Es más evidente la 

pérdida del poder inhibitorio a concentraciones por arriba de los 15 nM, 

donde se alcanza casi un 70% de inhibición en las fracciones 

controles, mientras que en las tratadas con la enzima se observó una 

inhibición de menos del 20%. Este resultado junto con el obtenido en 

presencia de rojo de rutenio, ponen de manifiesto la relación entre los 

residuos glicosídicos como posible parte de la estructura del uniportador 

de calcio mitocondrial y la sensibilidad a los complejos policationicos de 

rutenio. 
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Fig.5 Transporte de calcio a diferentes concentraciones de 
Rutenio 360, evaluado en condiciones en donde los 
mitoplastos fueron sometidas a la acción de N-glicosidasa F 
(n=6). Los mitoplastos fueron incubados 30 minutos a 
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Fig.6 Unión específica de Rutenio 360 a diferentes concentraciones 
de 1º3 Rutenio 360, evaluado en condiciones en donde los 
mitoplastos fueron sometidas a la acción de N-glicosidasa F 
(n=6). Los mitoplastos fueron incubados 30 minutos a 
temperatura ambiente, con 0.01 Unidades de N-glicosidasa F por 
µg de proteína total. 
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Para relacionar la Inhibición del transporte de calcio por este 

compuesto con la unión a residuos gllcosídicos, se sintetizó el rutenio 

360 a partir de su precursor radioactivo el 103 RuCIJ. Se incubaron los 

mitoplastos controles y deglicosilados con hasta 100 nM de 1º3Ru 360 

por 10 minutos, se centrifugó por 10 minutos a 10 000 rpm, se 

recuperó el botón y se contó la radioactividad en cada fracción. Se 

obtuvo así los resultados de la figura 6. En donde se observa la unión 

específica del inhibidor marcado al uniportador . Se observa una clara 

diferencia en la unión del inhibidor entre las muestras control y las que 

se sometieron a deglicosilación. En ambas fracciones se observa la 

presencia de dos componentes, el control se obtuvo una unión de 3. 75 

pmol Ru360 /100 µg de proteína, mientras que para las fracciones 

tratadas con la glicosidasa se obtuvo una unión de 1.64 pmol Ru 360 / 

100 µg de proteína. Existe una clara correlación entre la unión del 

complejo radioactivo y la inhibición del transporte. 

Con la ventaja de tener una fracción enriquecida, y de contar con 

el inhibidor marcado radioactivamente, se evaluó a qué proteínas de la 

fracción purificada se estaba uniendo preferentemente el inhíbidór .. Para 

ello, se corrieron muestras de la fracción semipurificada del uniportador 

en geles de poliacrilamida, se incubó el gel con el inhibidor por 16 

horas y se hicieron cortes del mismo a cada 2.5 mm. Se obtuvo un pico 
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máximo de radioactividad que correspondía a una proteína de alrededor 

de 20 kDa, lo cual condujo a realizar este mismo experimento pero 

deglicosilando a la fracción semipurificada de uniportador de calcio. Se 

obtuvo la imagen de la figura 7; en la que el inserto corresponde al gel 

de la fracción semipurificada antes de los cortes y teñido con azul de 

Coomassie. Se observa un pico único de radioactividad a una distancia 

de entre 55 y 60 mm del gel , que corresponde a una proteína de 20 

KDa. En la fracción tratada con la glicosidasa no se observa este 

patrón, lo cual pone de manifiesto el carácter glicosídico de la proteína 

de 20 KDa; por lo que se puede sugerir que esta proteína forma parte 

de la estructura del uniportador de calcio y que está relacionada con la 

unión del inhibidor. 
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húmeda. La escala en mm corresponde a los cortes cada 2.5 mm 
en el gel. La flecha corresponde ala proteína que une la marca 
radioactiva 
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Para comprobar que la proteína que une el Ru 360 es una 

glicoproteína y que se encuentra en la membrana interna mltocondrial, 

se corrieron muestras purificadas de este compartimiento mltocondrial 

en geles, y después se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. En la 

figura 8 se muestra una inmunoréplica de estas fracciones. En el carril 

1 se muestra una fracción de membrana interna mitocondrial, obtenida 

a través del protocolo de purificación descrito. En el carril 2 se muestra 

una fracción de membrana interna mitocondrial previamente tratada 

con glicosidasa. Se observa una disminución en la intensidad de bandas 

en las fracciones deglicosiladas, lo cual se debe a que la enzima está 

cortando todos los residuos glicosídicos y el sistema de anticuerpos 

dirigidos contra los carbohidratos presentes en esta fracción no puede 

detectarlos. Asimismo podemos ver que al menos una proteína de 

alrededor de 20 kDa desaparece en las muestras tratadas, por lo que 

proponemos que esta podría ser la misma proteína que une al inhibidor. 
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Fig. 8 Inmunoréplica de proteínas de membrana interna 
mitocondrial tratadas con glicosidasa. La flecha en el carril uno, 
señala una proteína de 20 KDa que no se observa en el carril dos, 
por efecto de la N-glicosidasa F (0.0lu/µg). 

Otros dato que se exploró fue el efecto de las lectinas, en 

particular la Concanavalina A, sobre el transporte de calcio, ya que las 

lectinas son poderosas herramientas para el estudio de los 

carbohidratos, así como para el aislamiento y purificación de 

glicoproteínas (Glew y cols., 1973, Rudge & Morphy; 1984, Martlnez-crui y cols., 

1999). 
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Fig. 9 Transporte de calcio en mitoplastos en presencia de diferentes 
concentraciones de concanavalina A, evaluado en condiciones en 
donde los mitoplastos fueron sometidas a la acción de N-glicosidasa F 
(n=3). Los mitoplastos fueron incubados 30 minutos a temperatura 
ambiente, con O.O 1 Unidades de N-glicosidasa F por µg de proteína 
total. El inserto corresponde al consumo de oxígeno en mitoplastos 
con 2 mg de concanavalina A en el medio, así como el transporte de 
calcio en estas condiciones. 
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En la figura 9 se observa que esta lectina actúa a nivel de 

inhibición del transporte de calcio y no afecta ni la respiración ni el 

potencial de membrana, es ciara la perdida del poder inhibitorio que 

ejerce esta lectina en presencia de glicosidasa. Por tanto, es posible 

sugerir que esta lectina modifica al unlportador de calcio mitocondrial 

de manera semejante a como lo hace el rojo de rutenio, lo que apoya 

el carácter glicosídico del uniportador de calcio mitocondrial. 

Si la modificación de los residuos glicosídicos en el uniportador de 

calcio mitocondriai sólo altera la unión de compuestos que tienen 

afinidad por carbohidratos, la inhibición por otro tipo de inhibidores no 

debería alterarse. 

Un dato interesante fue el efecto del lantano en las fracciones 

deglicosiiadas. A diferencia del rojo de rutenio y el rutenio 360, que 

presentan una inhibición de tipo no competitiva, el lantano es un 

inhibidor competitivo, por lo que los sitios de unión al uniportador son 

muy diferentes. 

La figura 10 muestra la inhibición del transpor,te de .. calclo por 

lantano en fracciones de mitopiastos controles y mitoplastos tratados 

con la glicosidasa. Tanto las fracciones controles como las 

deglicosiladas muestran un patrón de inhibición similar, lo cua.1 confirma 

que tanto el rojo de rutenio como el rutenio 3~0 se están uniendo a una 

región glicosídica del uniportador de calcio que no se relaciona con los 

64 



sitios de transporte, pero que causan un cambio conformacional en la 

molécula que impide la translocaclón de este catión. Esta región podría 

ser parte del unlportador o alguna proteína accesoria unida al mismo. 
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Fig.10 Transporte de calcio en presencia de concentraciones 
crecientes de lantano. Evaluado en condiciones en donde los 
mitoplastos fueron sometidas a la acción de N-glicosidasa F 
(n=4 ). Los mitopiastos fueron incubados 30 minutos a 
temperatura ambiente, con 0.01 Unidades de N-glicosidasa F 
por µg de proteína total. 
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DISCUSIÓN: 

A partir de la centrifugación de las mitocondrias en un gradiente 

discontinuo de Percoll se obtuvieron dos zonas donde se distribuyen las 

mitocondrias, lo que corresponde a dos diferentes fracciones. Se 

tomaron ambas zonas del gradiente de Percoll y se realizaron los 

ensayos delas difentes enzimas. 

Según el diseño experimental que se utilizo y con los resultados 

del cuadro 1, encontramos que la mejor fracción para la identificación 

de glicoproteínas es la que corresponde a la fracción 1, localizada en la 

zona inferior del gradiente discontinuo de percoll, en donde se 

encuentra el mayor número de mitocondrias y las más densas. Los 

criterios de pureza en que nos basamos para la selección de esta 

fracción mitocondrial fueron: un bajo porcentaje de contaminación de 

membrana plasmática y sobre todo de retículo endoplásmico, ya que 

son los organelos celulares que presentan una mayor cantidad de 

glicoproteínas en su estructura. La contaminación en nuestras fracciones 

por parte de lisosomas y de peroxisomas resulta menos crítica, ya que 

en mitocondrias se ha demostrado actividad de catalasa (echen G. 1970., 

Radi F. 1991). 
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Este comportamiento se observar en el cuadro 2, donde es 

evidente una ligera contaminación por lisosomas y peroxisomas en la 

fracción seleccionada (fracción 1) y que comparada con la fracción 2 es 

de menos de un 50%. Este resultado no es extraño, ya que se sabe que 

estos organelos y las mitocondrias tienen densidades semejantes; se ha 

reportado que en lisosomas existen proteínas que contienen ácido 

siáiico (Okasaki y cols., 1992). Sin embargo,ia detección de estos 

giicoconjugados requiere condiciones de oxidación diferentes a las que 

se usaron en los experimentos. En cuanto a la contaminación con 

retículo endoplasmático y membrana plasmática (organelos que cuentan 

con glicoproteínas en su estructura), se aprecia que la fracción 2 es la 

más enriquecida con este tipo de contaminante. A partir de estos 

resultados se selecciono la población de mitocondrias mas densas 

(fracción 1), con contaminantes de origen iisosomal y peroxisomal, 

pero con poca contaminación con otro tipo de membranas. 

A partir de esta población se obtuvieron los diferentes 

compartimentos mitocondriales que se utilizaron para detectar 

glicoproteínas. Se encontró que en la membrana interna mitocondrial, al 

menos 3 proteínas de 20 kDa, 42 kDa, 81 kDa y proteínas con pesos 

entre 100 y 200 kDa unen digoxigenina. Esta señal se pierde en casi 

todas, tras la incubación con la N-glicosidasa F; sin embargo, la 
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detección del anticuerpo no se pierde por completo , lo cual podría 

indicar la presencia de azúcares de un tipo diferente al N- unido 

Se sabe que la síntesis enzimática de los oligosacáridos de las 

glicoproteínas de mamífero ocurre en el retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi y que finalmente son transportadas en vesículas 

membranosas dirigidas para formar parte estructural de la membrana 

plasmática (Voet 1996). De ocurrir este fenómeno, lcómo es que una 

glicoproteína llega a la mitocondria? 

Se ha sugerido que las mitocondrias no sólo poseen glicoproteínas 

sino que pueden sintetizarlas mediante glicosiltransferasas específicas 

(Levrat,C.,Lousiat,P., 1989). En 1992, el grupo de Gasnier purificó una 

dolicoi-fosfato-manosa sintetasa de la membrana externa mitocondrial, 

que se requiere para la síntesis de dolicol-fosfato manosa, un 

intermediario en la vía de la manosilación de las cadenas de 

oligosacáridos. También se ha reportado la incorporación directa de 

azúcares a partir de nucleótidos a un aceptar proteico de la membrana 

mitocondrial, que da lugar a una N-gilcoproteína con un peso molecular 

de entre 45 y 63 kDa, susceptible de ser elongada in vitro con residuos 

de N-acetilglucosamina y galactosa (Levrat,C.,Ardail,D.,1990). 
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Existen varios reportes sobre la presencia de glicop_roteínas en 

las mitocondrias, entre otros estan los trabajos de Bruce en 1970,. quien 

adicionó monosacáridos a preparaciones de mltocondrias y observó su 

incorporación a glicoproteínas. En 1970, Schachter localizó algunas 

glicoproteínas en fracciones mitocondriales. Sottocasa localizó y purificó 

glicoproteínas del espacio intermembranal de las mltocondrlas de hígado 

de rata. 

El grupo de Chandra 1991 reportó una glicoproteína de 60 kDa 

que se origina en aparato de Golgi y que culmina con su anclaje en 

membrana interna mitocondrial, por la vía de sitios de contacto, que 

este grupo propone que existen entre la membrana mitocondrlal externa 

e interna. Ya sea ésta la vía que la mitocondrla utiliza para la 

incorporación de glicoproteínas, o bien la síntesis de éstas moléculas en 

la matriz mitocondrial (Kobata, 1992), el hecho es que se ha encantado 

glicoproteínas formando parte de las estructuras membranosas. 

Nuestros resultados muestran la presencia de proteínas N-glicoslladas 

asociadas al uniportador de calcio mitocondrial, que podrían estar 

localizadas en la cara citosólica de la membrana Interna y que parecen 

servir como sitio de reconocimiento para los inhibidores policatiónicos 

del transporte de entrada de calcio mitocondrial. 
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Los inhibidores de este tipo utilizados en el presente trabajo 

presentan un comportamiento no competitivo (Zazueta y cols., 1999), por 

lo que se concluye que el uniportador de calcio no contiene los residuos 

glicosídicos y que el uniportador de calcio podría estar interactuando con 

una molécula accesoria que contiene los residuos glicosídicos, sitio a 

donde se unen los inhibidores policatiónicos del transportador. Esta idea 

se hizo mas clara cuando se utiliza un inhibidor de tipo competitivo 

(lantano). Este ejerce su efecto en el sitio catalítico del unlportador, 

pero no se observo ningún cambio en la cinética de inhibición cuando las 

muestras estaban deglicosidadas. 

Otros datos que apoyan la propuesta del carácter gllcosídico del 

uniportador de calcio son los que se obtuvieron con la inhibición del 

transporte de calcio en presencia de concanavallna A. Esta lectina 

aparentemente actúa reconociendo el mismo sitio de unión a 

carbohidratos que el rojo de rutenio y el Ru 360. Una vez que la lectina 

se ancla a ese sitio, causa un cambio conformacional que impide la 

translocación del calcio hacia el interior de la matriz, pero cuando éste 

residuo no se encuentra presente, la inhibición no se lleva a cabo. Este 

mismo fenómeno se reportó para el caso de la actividad de la proteína 

e, que es una glicoproteína dependiente de vitamina K, donde se 

observó una pérdida de su actividad anticoagulante al unirse la 
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concanavalina A a los oligosacáridos de esta proteína (Martínez-Cruz y 

cols., 1999). 

Para relacionar la presencia de residuos glicosídicos con la unión 

de Ru360 a alguna proteína de membrana interna se utilizo una fracción 

semipurificada de uniportador de calcio (Zazueta y cols., 1998) y se evaluó 

cual de las proteínas de la fracción se unía el inhibidor. La asociación 

entre los residuos glicosídicos y la unión del Ru 360 se relaciona con una 

proteína de 20 kDa que se ha propuesto que puede formar parte del 

uniportador de calcio mitocondrial y que está presente en la fracción 

enriquecida en membrana interna mitocondrial (Zazueta y cols., 1998). 

Finalmente se propone que esta proteína podría contener los residuos 

glicosídicos que Interactúan con los inhibidores policatiónicos del 

uniportador de calcio mitocondrial. 
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CONCLUSIONES: 

LOS RESIDUOS GLICOSÍDICOS PRESENTES EN LA ESTRUCTURA 

DEL UNIPORTADOR DE CALCIO SON NECESARIOS PARA LA INHIBICIÓN 

DEL TRANSPORTE PRODUCIDA POR LOS COMPUESTOS 

POLICATIÓNICOS DE RUTENIO Y LECTINAS. 

ESTOS RESIDUOS GLICOSÍDICOS NO ESTÁN INVOLUCRADOS EN 

EL PROCESO DE TRANSLOCACIÓN DEL CATIÓN HACIA EL INTERIOR DE 

LA MATRIZ MITOCONDRIAL. 

EL UNIPORTADOR DE CALCIO PRESENTA EN SU ESTRUCTURA 

RESIDUOS DE CARBOHIDRATOS. 
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