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INTRODUCCION

Unién de Ligandos a Receptores

La unidn de ligandos a receptores es un fendmeno fundamental en todos los procesos
biolégicos. La unién de ligandos gaseosos a la hemoglobina, de un neurotransmisor a su
receptor post-sinaptico, de la reaccién enzima-sustrato, de hormona-receptor, antigeno-
anticuerpo, son solo algunos ejemplos de este fendmeno. Los bidlogos moleculares y
bioquimicos han tratado de descifrar los codigos moleculares de la estructura-funcién, en
los que un conjunto de reglas da como resultado las multiples combinaciones de elementos
estructurales simples en fendmenos complejos de la funcion bioldgica. La transduccion de
senales bioldgicas ocurre en todo proceso biolégico y es un problema fundamental de la
biofisica molecular y la bioquimica.

El estudio de los cambios conformacionales que sufre una macromolécula biolégica durante
la saturacién de su ligando tiene una historia que inicia desde hace mas de un siglo
[Strebhardt K., Ullrich A., 2008]. El concepto de que a partir de la estructura cristalina de un
receptor se pueden dilucidar todos los cambios conformacionales sigue aun vigente. Sin
embargo, la prediccién de interacciones positivas y negativas entre los sitios de fijacion de
una macromolécula multivalente fue propuesta hace varios afos [José M.V., Larralde C.,
1982]. A partir de estas distribuciones de afinidad, es posible determinar los cambios
conformacionales que sufre un receptor durante su saturacién por su ligando. Se ha
demostrado que es posible dilucidar a partir de las isotermas de fijacion (curvas dosis-
respuestas) la distribucién de afinidades de una poblaciéon heterogénea de receptores con
0 sin interacciones entre sus sitios de fijacion [José M.V.,1985; José M.V., José J.V., 1998;
Hernandez M.M., José M.V., 2003]. Asi, por ejemplo, la hemoglobina presenta 3 estados
conformacionales en su unién con Oz y COg; el estado antena, el transportador y el liberador
(Figura 1) [Hernandez M.M., José M.V., 2003]. Este resultado es consistente con estudios

experimentales [Mills F.C., cols, 1976].
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Figura 1. Distribucion de afinidades de la Hb con CO, tomado de Hernandez MM, José MV
2003. De izquierda a derecha: estado antena, transportador y liberador.

Aunque este método es general para analizar la unién de ligandos a sistemas de receptores
multivalentes con interacciones positivas y/o negativas o sin interacciones [José M.V.,
Larralde C.,1982; José M.V., 1985; José M.V., José J.V., 1998; Hernandez M.M., José M.V .,
2003; Mills F.C., cols, 1976; José M.V., José J.V., 2001], este método no se ha aplicado a
moléculas que pueden mostrar diferentes cambios conformacionales dependiendo del
ligando, ni a canales dependientes de ligando. El objetivo de la presente tesis, es aplicar el
método senalado tanto a cambios conformacionales dependientes de ligando (ATP sintasa)

y al canal conocido como poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial.



La Mitocondria

La mitocondria es un organelo celular eucarionte complejo. Una de las teorias mas
aceptadas del origen de las mitocondrias es la endosimbiética. Al asociarse una eubacteria
aerdbica capaz de utilizar al oxigeno en la obtencién de energia quimica con el eucarionte
primitivo, la célula huésped incremento su eficiencia energética, mientras que la eubacteria
a cambio recibié proteccion y sustratos [Vesteg M., cols, 2011]. Este evento evolutivo, el
origen de Eukarya, puede situarse aproximadamente hace 1.5 mil millones de afios, cuando
la atmdésfera terrestre incrementd la presion de oxigeno [Margulis L., 1967, 1975], hecho
que favorecio el uso del oxigeno como aceptor final de electrones para el binomio de
simbionte-huésped.

Las mitocondrias son de tamano similar al de una bacteria, contienen un genoma unico de
estructura circular, sus propios ribosomas (diferentes a los de la maquinaria eucarionte) su
propio RNA de transferencia y un codigo genético en donde algunos codones tienen una
asignacion diferente a la del cdédigo nuclear con una eficiencia informatica diferente
[Desmond E. , cols, 2011].

Dentro de la célula, la mitocondria lleva a cabo varias reacciones quimicas. Algunas de ellas
son: el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la beta oxidacién y la fosforilacidon oxidativa
acoplada a la sintesis de ATP. La fosforilacion oxidativa con la maquinaria embebida en la
membrana interna mitocondrial transforma la energia del potencial redox a bombeo de
protones y a su vez, el gradiente se utiliza para la sintesis de ATP. Este proceso es la
principal fuente de energia para la mayor parte de los organismos eucariontes.

Hasta el momento nuevas funciones se le han atribuido a la mitocondria como la apoptosis
y/o la necroptosis. Aun asi, es probable que estemos lejos de conocer en su totalidad el

papel de la mitocondria en un sistema complejo como lo son los organismos eucariontes.



La Fosforilacién Oxidativa

Se le conoce como fosforilacion oxidativa al acoplamiento de reacciones quimicas redox,
en donde ocurre una transferencia de electrones siempre hacia moléculas con potenciales
redox menores (mas negativos). El ultimo aceptor de electrones es el oxigeno, el cual es
reducido a H>O o radicales libres. Los diferentes complejos respiratorios realizan la
transferencia de electrones entre si. Algunos de estos complejos funcionan como bombas
de protones [Hunte C., cols, 2003].

El complejo NADH-Ubiquinona-Oxidorreductasa o complejo |, presente en mamiferos,
cataliza la transferencia de electrones del NADH a la ubiquinona o coenzima Q (CoQ). El
complejo Il o succinato-ubiquinonareductasa, transfiere los electrones del succinato a la
coenzima Q donde convergen ambos sistemas. El ubiquinol, el cual es el aceptor de
electrones tanto del complejo | como I, transfiere sus electrones al complejo |1l 0 ubiquinol-
citocromo C oxidorreductasa. Finalmente, el complejo IV o citocromo C oxidasa transfiere
los electrones del citocromo C al oxigeno para reducirlo a H20 dentro de la cascada principal
de reacciones siempre y cuando no exista oxidacion reversa [Bunoust X., cols, 2005; Boyer
P., 2002; Richter O., Ludwig B., 2003; Yagi T., cols, 2003].

Los complejos respiratorios I, Il y IV son bombas de protones con una estequiometria de
4H*, 4H" y 2H", respectivamente. Esto genera un gradiente de protones, el cual, de acuerdo
a la teoria quimiosmdtica [P. Mitchell 1971] (la diferencia entre potenciales electroquimicos
de los iones de hidrogeno se debe a la energia liberada durante la actividad de una cadena
de enzimas de oxido-reduccion y es, asimismo, los sustratos de energia para la sintesis de
ATP a partir de ADP y de fosfato inorganico) acopla la fosforilacién oxidativa en la cadena
respiratoria. Al disiparse el gradiente de protones cuesta abajo a través del complejo V
mitocondrial o ATP sintasa, este funciona como un rotor, dentro del cual se lleva a cabo la
reaccion:

enzZADP +Pi — enzZATP



La ATP asa o complejo V, se encuentra embebida en la membrana interna mitocondrial y
en la membrana celular de bacterias. La ATP asa contiene dos dominios: F1 es un complejo
periférico mientras que FO es una proteina de membrana que funciona como canal de
protones. F1 contiene los sitios de unién para Pi y ADP. En este dominio es donde se lleva
a cabo la sintesis de ATP. La porcion F1 aislada cataliza la hidrélisis de ATP, al girar en

sentido horario este complejo funciona como ATP-asa [Boyer P, 2002].
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Modificado de Bioenergetics 3 Nichols and Fergusson 2001.
Figura 2. Acoplamiento de la transferencia de electrones con el bombeo de protones del
espacio N (negativo) al espacio P (positivo) del espacio inter-membranal mitocondrial y en la
membrana externa de una bacteria. Nétese que la hidrélisis del ATP por la ATP-asa o ATP-
sintasa en mitocondria genera una diferencia de cargas y por tanto un AY.

La ATP-sintasa es un rotor molecular impulsado por el gradiente de protones a través de la
porcion FO, mientras que la porcién F1 lleva a cabo la sintesis de ATP al rotar en
movimientos de 120°. La sintesis de ATP se lleva a cabo al terminar una vuelta en tres
pasos: la captacion de ADP y Pi, la sintesis de ATP, y finalmente la liberacion de éste en el
ultimo tercio de vuelta. Actualmente no hay estudios biofisicos que muestren los cambios

conformacionales de la ATP-sintasa por distribucion de afinidades. Sin embargo, existen



estudios que sugieren que la hidrdlisis de ATP es un paso critico en este proceso reverso
[Syberg, F. cols, 2012]. Se cree que la estequiometria necesaria para un tercio de vuelta es
de tres protones, llevando a cabo la sintesis en el sitio beta de la porcién F1 de la ATPasa.
El estudio de esta estructura, asi como el proceso de acoplamiento a la fosforilacion
oxidativa nos permite entender que la mitocondria esta sujeta a cambios metabdlicos de
manera dinamica. Dichos cambios pueden reflejarse en la actividad de la cadena
respiratoria de acuerdo a cambios de concentraciones de iones o metabolitos como pueden
ser Mg?*, Ca**, Pi, ATP y ADP entro otros.

La fisiologia subcelular es diferente segun el organismo que se trate o incluso el tejido. Sin
embargo, el proceso de acoplamiento propuesto por la teoria quimiosmética y la transicién
de la permeabilidad mitocondrial (de lo cual hablaremos mas adelante) se ven en casi todos
los organismos eucariontes [Azzolin L, cols, 2010]. La cadena respiratoria de
Saccharomyces cerevisiae, por ejemplo, difiere de la cadena respiratoria de mamiferos
pues no cuenta con complejo |. En su lugar cuenta con dos deshidrogenasas externas
(Nde1p, Nde2p) y una deshidrogrenasa interna (Nd1p) [Bunoust O., cols, 2005].
Probablemente Saccharomyces sea uno de los organismos mas estudiados desde el punto

de vista bioenergético debido a la facilidad para cultivar y extraer mitocondrias del mismo.

! Bee
¥ Succinate Fumarute O W
NAD

A
- L“ ADPF' = H pi
L B B o ola &
b ) e e S
NP | A
- ” . ™
a MAS - -
8 : A A
. ) ~y Vo
a ' <

/
NADH

Tomado de Molecular Systems Bioenergetics: Energy for life. Valdur-Saks 2007.
Figura 3. Cadena respiratoria de mamiferos junto con el translocador de nucleétidos de

adenina y el acarreador de fosfato.



Concepto de corto circuito eléctrico y sistemas desacoplantes mitocondriales

Para entender el concepto de corriente eléctrica, consideremos un alambre de cobre
cortado transversalmente. A temperatura ambiente, sin fuerzas externas aplicadas dentro
de este alambre de cobre, se presenta un movimiento aleatorio de electrones libres, esto
se da principalmente por la energia térmica adquirida del medio ambiente. Pero en el
momento en que los atomos pierden sus electrones, los atomos adquieren una carga neta
positiva, convirtiéndose en iones positivos. Los electrones libres, se encuentran listos para
moverse, dentro de estos iones positivos. Es decir, los electrones circularan a través del
alambre de cobre u otro conductor sdlido de electricidad, generando la corriente eléctrica.
Sin embargo, en ausencia de fuerzas externas aplicadas, el flujo neto de carga en un
conductor hacia cualquier direccion es cero [Boylestad R., 2004]. Si se conecta una bateria
que genere una diferencia de cargas (voltaje), habra movimiento de electrones (corriente
eléctrica). Al pasar a través de una resistencia, la energia quimica de la pila es convertida
(si la resistencia se encuentra en una camara de argon) en energia luminosa. Si previo al
camino esperado por la corriente cerramos el circuito con un alambre con mayor
conductancia, generaremos un corto circuito en el cual, la corriente circulara por el nuevo
alambre y la energia se disipara en calor.

Nicholls y Ferguson (2001) hicieron una analogia en la cual comparan el circuito de protones
mitocondrial con un circuito eléctrico (Figura 4). Aunque es un circuito no éhmico, el
comportamiento es similar, y nos permite entender cédmo se lleva a cabo la sintesis de ATP
gracias a un gradiente de protones.

En la mitocondria el alambre de cobre es reemplazado por los compartimentos
mitocondriales: matriz mitocondrial y espacio inter-membranal. Separados por la membrana
mitocondrial interna, circularan los protones entre compartimentos. La bateria o energia

quimica es el gradiente de protones establecido por los complejos | (en el caso de
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mamiferos) Il y IV. La resistencia sera la ATP-sintasa en donde se llevara a cabo la sintesis
de ATP. La energia cambia de un potencial redox a energia quimica almacenada en ATP.
Al abrir un corto circuito (un paso de protones con mayor conductancia) la energia se disipa
en calor y la cadena respiratoria se desacopla, no hay sintesis de ATP. El corto circuito
puede abrirse mediante proteinas desacoplantes (UCPs), dinitrofenol o mediante la
apertura del canal inespecifico mitocondrial. Este ocasiona la despolarizacion del organelo

al permeabilizar las dos membranas mitocondriales.

Modificado de Bioenergetics 3 Nichols and Fergusson 2001.
Figura 4. Analogia entre el circuito eléctrico y el circuito de protones mitocondrial. Al igual
que en un alambre, en la mitocondria circulan cargas. La diferencia es que el AW trans-
membranal hara circular los protones a través de la ATP sintasa para generar energia quimica
en lugar de energia luminosa. Si se abre un camino de mayor conductancia, los protones
circularan por el corto circuito acelerando el consumo de O, sin embargo, la energia se
disipara en calor, al igual que en el circuito eléctrico. La apertura del canal inespecifico
mitocondrial o poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial, genera un corto circuito

a nivel mitocondrial.
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El Canal Inespecifico Mitocondrial o Poro de Transicion de la Permeabilidad
Mitocondrial

En diversas especies se ha encontrado un poro de transicion de permeabilidad o canal
inespecifico mitocondrial el cual permite el paso de solutos de manera inespecifica, asi
como la despolarizacién del organelo y la muerte celular. Un ejemplo de esto, es el poro o
canal inespecifico mitocondrial el cual se abre en miocardiocitos al ser sometidos a dafio
por isquemia-reperfusion [Baines C.P., 2009; 2010] ocasionando la muerte celular. Aun al
reestablecer el aporte de oxigeno en pacientes con diagnéstico de infarto agudo al
miocardio, el dafo por isquemia-reperfusion no permite una evolucién favorable en estos
pacientes e incluso extiende el tamano del infarto.

El estudio estructural y funcional nos puede ayudar a dilucidar la fisiopatologia del dafio
por isquemia-reperfusion, el fendmeno conocido como lavado enzimatico, las arritmias de
reperfusion y la extension de un infarto agudo al miocardio.

En algunas especies el poro de transicion de permeabilidad mitocondrial es controlado por
diferentes efectores como la concentracion de ciertos solutos; por ejemplo K* o Na* en D.
Hansenii [Gutierrez-Aguilar M., cols, 2007; Cabrera O.A., cols, 2010].

El poro de transicion de la permeabilidad (como su nombre lo indica) es una estructura que
al abrirse permite el paso de solutos de hasta 1.5 kDa sin ser selectivo. Dicha estructura al
abrirse funciona como un corto-circuito mitocondrial, desacoplando la cadena respiratoria.
Se dice que la cadena respiratoria mitocondrial se encuentra desacoplada cuando la
energia del potencial redox no puede ser utilizada de manera eficiente en la sintesis de
ATP. Dicho proceso se puede ver en el control respiratorio, el cual se obtiene al dividir la
pendiente del estado 3 de consumo de oxigeno mitocondrial entre la pendiente del estado
4 de consumo de oxigeno mitocondrial (figura 5). El estado 3 de consumo de oxigeno se
acelera en un ensayo experimental en condiciones éptimas, al agregar ADP, favoreciendo
la caida de gradiente de protones. Hecho esto ocurre un corto-circuito mediado por la ATP
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sintasa. A través de la membrana interna mitocondrial sélo existe un estado cerca al
equilibrio termodinamico que no puede perpetuarse mas alla de ciertos valores. Dicha
diferencia es conocida como potencial transmembranal mitocondrial.

El cociente respiratorio en el manejo del paciente en estado critico es una aproximacion al
proceso intracelular, calculado de manera gruesa en el paciente. Se calcula al medir el
anhidrido carbédnico producido entre el consumo de oxigeno. Un cociente respiratorio menor
de 0.8 incluso indica un estado catabdlico o consumo de proteinas marcador de gravedad
en terapia intensiva. En dichos pacientes se puede observar una tasa de extraccion de 02
elevada pero mediada por desacoplamiento de fosforilacion oxidativa. La eficiencia del
sistema esta disminuida. El desenlace de pacientes sépticos con choque (por ejemplo) con

tasa de extraccion elevada, es muchas veces fatal.

nAte g+ O,

(t)

Figura 5. Pendientes de consumo de oxigeno en un ensayo con electrodo de Clark. Donde
inicia la pendiente 4 se agrega la proteina o mitocondrias obtenidas para experimento. Se
indica con flecha roja qué sucede cuando se agrega ADP. La pendiente de consumo de
oxigeno se acelera por caida del potencial transmembranal mitocondrial (3). Al depletarse el
ADP por la reacciéon de fosforilaciéon acoplada, la pendiente retorna a su valor de consumo de

oxigeno basal (4).
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El movimiento de menos de 1 nmol de un ion cargado por mg de proteina, es mas que
suficiente para crear una diferencia mayor a 200 mV dentro de la mitocondria. Es decir, que
el circuito de protones, y la diferencia transmembranal nunca puede exceder los 1000 nmol
de H+ min-1 mg proteina -1-. De ahi que al agregar ADP al ensayo de consumo de oxigeno,
para reestablecer el potencial transmembranal, la mitocondria acelera la cadena respiratoria
de manera transitora y por tanto el consumo de oxigeno.

A mayor acoplamiento, mayor sera el control respiratorio. Cuando el poro de transicién de
la permeabilidad mitocondrial se encuentra abierto o semiabierto, el cociente respiratorio
disminuye, pues la relacion entre la velocidad de consumo de oxigeno en estado 3y 4 es
cercana a 1. Por lo tanto, el desacoplamiento puede darse por un corto circuito de protones
en la membrana interna mitocondrial. Este corto circuito, forzosamente debera tener mayor
conductancia que la ATP-sintasa para que se prefiera el camino de protones al de la
ATPasa. La existencia de cortos circuitos irreversibles dentro de la mitocondria,
invariablemente desequilibrara al sistema, o mejor dicho, alcanzara el equilibrio
termodinamico del sistema mitocondrial sin embargo se teoriza del verdadero rol fisiolégico
de este desacoplamiento. EI modelo cibernético celular de Sodi Pallares (1967) es
aplicable, al modelo mitocondrial en la que el demonio de Maxwell mitocondrial es la cadena
respiratoria y la compuerta (como concepto equivoco de acuerdo a Sodi Pallares)
corresponde al canal inespecifico mitocondrial (Figura 6). Sin embargo, en el modelo de
Bernardi (2014), en el que el poro es la misma ATP-asa, el modelo antes mencionado se

acerca mas a la realidad.
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Figura 6. Modificada de Sodi Pallares D. (1967). El demonio de Maxwell teérico. Una compuerta
selectiva para moléculas de gases a diferentes velocidades sin uso de energia. Visto desde el
punto de vista entrépico violaria las leyes de la termodinamica.

Las mitocondrias de S. cerevisiae presentan un canal inespecifico que al abrirse permite el
transporte de solutos y metabolitos de manera inespecifica, originando con esto la
despolarizacion del organelo [Jung D.W., cols, 1997; Prieto S., cols, 1992]. Este es sensible
a moduladores como ATP, ADP y carboxilatractilésido, sugiriendo en algunas teorias que
el translocador de nucleétidos de adenina (ANT) es uno de los componentes de este canal
en la membrana interna mitocondrial. Por otra parte el ssMUC (canal inespecifico
mitocondrial de Saccharomyces cerevisiae) es sensible a las concentraciones de Pi, Ca?*,
Mg**, decavanadato y alquilguanidinas que se cree interaccionan con el acarreador de
fosfato (PiC) y el canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC), respectivamente [Roucouy
X., cols, 1995; 1997; Gutierrez-Aguilar M., cols, 2007; Perez Vazquez., cols, 2003]. Esta
evidencia, sugeriria que los componentes del ssMUC son el VDAC, el ANT y el PiC. Sin
embargo, nuevos estudios sugieren que el poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial, esta formado por dimeros de ATP-asa mitocondrial. Dichos dimeros pueden
ser estabilizados por ciclofilina en mamiferos [Bernardi P., 2013]. Nosotros tomamos este
modelo propuesto por Bernardi (Figura 7) como apoyo a los resultados obtenidos en el

presente trabajo.
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Figura 7. Modificada de Bernardi P, 2013. Modelo propuesto para la transicién de la

v

permeabilidad mitocondrial en mamiferos. Las flechas en rojo indican transiciéon de la
permeabilidad mitocondrial. Cuando el calcio prevalece sobre la concentraciéon del magnesio,
se favorece la transicion de la permeabilidad mitocondrial. Al unirse CypD (ciclofilina D)
proceso favorecido por la presencia Pi, incrementa la accesibilidad a los sitios de unién a
metales, permitiendo la transicion de la permeabilidad mitocondrial a concentraciones

menores de calcio.
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HIPOTESIS

El método de obtencion de distribucion de afinidades a partir de isotermas de fijacién, nos
permitira estudiar los distintos estados conformacionales de canales.

En particular, el método de obtencién de distribucién de afinidades, podra revelarnos el si
hay cambios conformacionales de la ATP-asa mitocondrial y su o sus ligandos y en el poro
de transicién de la permeabilidad mitocondrial PTPm.

Como hipodtesis nula, planteo que en caso de que no haya interacciones positivas o
negativas entre los sitios de unidén de la ATP-asa y su(s) ligandos, entonces se espera
observar una distribucion de afinidades gaussiana bajo el logaritmo de la afinidad
[Hernandez MM, José MV, 2003].

La apertura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial media un

desacoplamiento fisiolégico dinamico y reversible.
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OBJETIVOS

El objetivo de este proyecto es determinar los distintos tipos de cambios conformacionales
que pueden presentar las macromoléculas en su union con distintos ligandos.

Este método se utilizara para determinar los cambios conformacionales de canales,
especificamente el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial PTPm* y la ATP-asa
mitocondrial asociada en dimeros.

*También conocido como canal inespecifico mitocondrial o MUC.
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MATERIAL Y METODOS
En particular se aplica este método a la unién del ligandos a PTPm y ATP-sintasa
mitocondrial para determinar los distintos estados conformacionales de la molécula. La

solucion aproximada de segundo orden de la distribucién acumulada de una isoterma de

© N(k)KF

fijacion es: = VI ok dk,donde r es la fraccion de ligando unido al receptory F es la
0 14+kF

concentracién de ligando libre, nos da la distribucién de afinidades [José M.V., José J.V.,

1998];

r(af)-r(F/a)  a [r(a*F)—r(F/a*)=2[r(aF)—r(F/ a)]|
2log,, a (a—1)’ 2log,, a

N(k)= [1]

F=1/k

Se ha demostrado [José M.V., José J.V., 1998; José M.V., José J.V, 2001] que en el caso

de un sistema heterogéneo con receptores multivalentes (con v sitios de unién), la

distribucion de afinidades de sitio de fijacion N (k) resulta ser el valor esperado del
promedio de las distribuciones termodinamicas de afinidad 7'(Ki) por pasos de fijacion

[José M.V., José J.V., 1998]:
N(k)= %Zv:diT(Ki).
i=l1
Se tomaron datos experimentales de las isotermas de fijacion de estas macromoléculas
usando el software publico Datathief [Tummers B., 2006]. Se ajusté una curva logistica que
captura interacciones positivas y/o negativas y con esa curva se hizo un remuestreo de los
datos para construir las distribuciones de afinidad tal y como se hizo en la referencia

[Hernandez M.M., José M.V., 2003].
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Evaluacion de la Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial a partir de la literatura.
Se tomaron como base resultados reportados en la literatura de isotermas de fijacién para
el estudio de la transicion de la permeabilidad mitocondrial siempre en funcion de respuesta
efectora en consumo de oxigeno o acoplamiento respiratorio.

Efecto del Mg* en la respiracién mitocondrial.
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Figura 8. Tomada de Perez-Vazquez y cols., 2003.

La grafica sefnalada corresponde al estado 3 de respiracion mitocondrial en Saccharomyces
cerevisiae a concentraciones crecientes de magnesio. La grafica con cuadrado relleno
corresponde al estado 4 mitocondrial a concentraciones crecientes de magnesio. Note como
a incrementos en la concentracién de magnesio, el consumo de O: se acelera en estado 3 y
ocurre lo contrario en estado 4. Medio de respiraciéon: 0.6 M manitol, 5 mM MES, pH 6.8, 1ul/ml

etanol, 20 mMKCI, y 0.4 mM PO.. En estado 3 se agrega 150 uM de ADP.
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Se tomd la curva senalada en la Figura 8 con ajuste computacional en Lenvenberg-
Marquadt para analisis de isoterma por distribucién de afinidades. Se decidié tomar estado
3 que al incrementar la concentracion de magnesio en la solucién de ensayo reportado en
la literatura, nota un incremento en el consumo de oxigeno, es decir, un cierre de canal de
alta conductancia, preservando la fuga de protones por la ATP asa mitocondrial.

En la Figura 9, se puede observar la curva estudiada en la presente tesis que corresponde
al control respiratorio. A incrementos de control respiratorio, mayor acoplamiento
mitocondrial y cierre de canal de alta conductancia. Se utiliza esta isoterma para el estudio

de la cinética indirecta de la ATPasa.

2.2+

g 2] o/ \5
§ 18] (g/(B \-?
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M
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00 04 08 1.2 1.6 20 24 28 3.2

Figura 9. Tomada de Perez-Vazquez y cols. (2003).

La curva senalada corresponde al control respiratorio con concentraciones crecientes de
magnesio. Eje de x: Control respiratorio, eje de y: concentracién molar del iéon. Note como a
incrementos en la concentracion de magnesio, el CR en mitocondrias de Sacharomyces
cerevisiae incrementa. Medio de respiraciéon: 0.6 M manitol, 5 mM MES, pH 6.8, 1ul/ml etanol,

20 mMKCI, y 0.4 mM PO4. En estado 3 se agrega 150 uM de ADP.
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Efecto del ATP sobre la transicion de la permeabilidad mitocondrial
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Figura 10. Tomada de Rocou X., Manon S. Guerin M. (1995).

Note como en estado 4, a concentraciones crecientes de ATP, la velocidad de consumo de O:
incrementa en mitocondrias de Saccharomyces cescerevisiae. El ATP interacciona con el ANT
o la ATP-asa segun la teoria tomada, y abre el poro. Medio de respiraciéon: 0.65 M manitol, 0.36
mM EGTA, 10 mM tris-maleato, pH 6.8, 100 mMKCI, 20ug/mg proteina de oligomicinay 0.5 mM
PO..

Se analizé la Figura 10, la cual pone de manifiesto que, a incrementos de ATP, el consumo
de oxigeno en estado 4 incrementa su velocidad. Se analiza la cinética como apertura de

canal de conductancia.
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Figura 11. Tomado de Jung y cols. (1997).

Hinchamiento mitocondrial (Saccharomyces cerevisiae) a diferentes concentraciones de Pi
pero graficado en porcentaje de inhibicion. Se toma la grafica en la que se induce
hinchamiento con ATP. Medio de hinchamiento: 230 mM Manitol, 70 mMsucrosa, 10 mM
HEPES, pH 7.3, 25uM EGTA, 0.5mg/ml BSA, 10 ug/ml de oligomicina y la respiraciéon fue
inducida con 2 mM de ATP en la grafica sefalada.

Se tomo porcentaje de inhibicion de hinchamiento dependiente de ATP a diferentes
concentraciones de fosfato para analizar el comportamiento de canal dependiente de las

concentraciones de fosfato.
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Figura 12. Tomada de Rocou X., Manon S. Guerin M. (1995).

Velocidad de consumo de O: en estado 4 a diferentes concentraciones de Pi en
Saccharomyces cerevisiae. Note como al incrementar la concentracion de fostato, la
velocidad de consumo de O: disminuye. Medio de respiraciéon: 0.65 M manitol, 0.36 mM EGTA,
10 mM tris-maleato, pH 6.8, 100 mM KCI, 20ug/mg proteina de oligomicina, 0.5 mM POsy 2mM
de ATP.

Se tomo la velocidad de consumo en estado 4 con disminucion de velocidad dependiente

de concentraciones de fosfato, lo que sugiere cierre del canal de alta conductancia.
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Figura 13. Tomada de Chavez y cols. (1991).

Efecto de concentraciones crecientes de K* para la liberacion de Ca?* inducido por CAT
(carboxilatractilésido) en mitocondrias de rifion de rata depletadas de K*. Se utilizé °Ca?* y
se incrementaron las concentraciones de KCI para cada ensayo. Se induce liberacién de por
la adicion de CAT. El medio de incubacién contiene 250 mM de sucrosa, 10 mM succinato, 10
mM Hepes, 1 mM fosfato, 10 mM acetato, 200uM ADP, 10 ug de rotenona y 5 ug de oligomicina.
Se tom¢ la isoterma de fijacion de liberacidon de calcio dependiente de CAT a partir de
diferentes concentraciones de KCI para inducir transicion de permeabilidad. De aqui se

estudia el comportamiento del canal dependiente de CAT.
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Figura 14. Tomado de Cortés P y cols (2000).

Se observa sintesis de ATP a diferentes concentraciones de ADP. Se toma la grafica con
circulos vacios el cual es el control a una concentracion de fosfato de 1 mM. La sintesis de
ATP fue medida por la reduccién de NADP+ a 340-390 nm en espectrofotémetro DW2000 en
un ensayo de acoplamiento enzimatico. El buffer contiene 0.6 M manitol, 5mM MES, albimina
sérica bovina al 0.1 % y pH de 6.8.

En cuanto a la sintesis de ATP dependiente de la concentracién de ADP se induce cierre y
acoplamiento en la especia estudiada. Ergo se estudia la cinética de la sintesis de ATP en la rotacién

de la ATP asa.
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RESULTADOS
Evaluacion de la Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial a partir de la literatura.

Efecto del Mg* en la respiracién mitocondrial.
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Figura 15. Distribucion de afinidades en el eje de las “y” distribuciéon de afinidades (PDF por
sus siglas en inglés) y en el eje de las “x” Log de la afinidad del Mg?*. Es calculada con dos
sitios de unién.

Al realizar el calculo de los estados conformacionales que adquiere el poro de transicion de
la permeabilidad mitocondrial podemos observar que en las condiciones experimentales,

se encuentra abierto. Esto esta dado por la disminucion en la concentracion de Pi (el cual

interacciona con el PiC o con la ATPasa segun la literatura revisada [Gutiérrez-Aguilar M.,
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cols 2010., Bernardi P., 2013]. A la derecha de la grafica podemos ver como a bajas
concentraciones de Mg** existe una moda baja pero un pulso que podria indicar apertura
del poro para reestablecer las concentraciones de Mg** citosolicas por eflujo mitocondrial
de las mismas. Interpretada de izquierda a derecha, se puede observar que al disminuir la
concentracion de Mg?* la mitocondria reestablece las concentraciones por eflujo en dos
pulsos para cerrar el poro y mantener acoplada la cadena respiratoria por interaccién con
este ion.

N(k) es la distribucién media la cual explica con mecanica estadistica, el comportamiento
del poro (cualquiera que sea la teoria aceptada). En condiciones fisiolégicas un descenso
abrupto de las concentraciones de Magnesio estableceria una corriente saliente de Mg?* a
través del poro para establecer un equilibrio termodinamico de éste. Si fallara el cierre con
un segundo descenso brusco de Mg?* se induciria una apertura irreversible del poro (gréafica
leida de izquierda a derecha), siempre y cuando las concentraciones de Pi estén
disminuidas en el citosol. La apertura irreversible del poro conlleva al desacoplamiento de
la cadena respiratoria con subsecuente deplecién de ATP y muerte celular. Por el contrario,
al incrementar las concentraciones de Mg?* la corriente de este idn tiende ir hacia dentro de

la mitocondria. Al observar N(k) en su extremo derecho no llega a cero. Esto

probablemente pueda indicar un umbral de transporte de Mg?* antes de que este se active.
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Figura 16. Se observa el mismo proceso que el explicado en estado 3. Lo que quiere decir que
evaluando tanto estado 3 o estado 4, la fisiologia mitocondrial es la misma, es decir, el modelo

explica lo que sucede tanto en presencia de ADP como en ausencia del mismo.

Al observar el mismo proceso, podemos notar que acoplada la cadena respiratoria depende
del transporte de Mg**, el cual al interaccionar con la ATP-asa mitocondrial, cierra el poro y
acopla la sintesis de ATP como cofactor dentro de la misma. Sin embargo, al rebasar cierto
umbral citosdlico, el Mg®* se transporta al interior de la mitocondria tras cerrar el poro. El
cierre del poro puede estar dado por varias situaciones de acuerdo a diferentes teorias: La
interaccion con VDAC o la interaccion con la misma ATP-asa. Sin embargo el
desplazamiento de otros iones por el Mg?* en este caso, podrian explicar la transicion de la
permeabilidad mitocondrial [Chavez E., cols, 1991] sin embargo faltan estudios para

determinar que esta ultima hipdtesis es cierta.
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Efecto del ATP sobre la transicién de la permeabilidad mitocondrial
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Figura 17. Distribucién de afinidades a diferentes concentraciones de ATP.

Se puede observar en la Figura 17, que la grafica indica que el poro se encuentra siempre
en un estado cerrado (leido de derecha a izquierda). Conforme se incrementan las
concentraciones de ATP existe un estado abrupto de alta afinidad a lo cual disminuye,
existiendo otro estado en el cual hay unién de ATP con su ligando. Probablemente a un
incremento en las concentraciones de ATP, el poro se abra para evitar que la cadena
respiratoria donde electrones a la quinona y forme semiquinona, la cual es precursora de
radicales libres. Es probable que esta sea la razén por la que la quinona sea un inhibidor
de la apertura del poro [Bernardi P., 2013]. Al incrementar la concentracion de ATP, cada
vez es mas dificil que exista unién de ATP al ligando. Esto se puede deber a que se sature
el receptor. Sin embargo, puede existir una reversibilidad en el proceso dependiente de la
disminucién de ATP. A un incremento aun mayor de la concentracion de ATP, no existen
estados, probablemente debido a la apertura irreversible del poro. La apertura del poro

como un proceso dinamico puede mediar un desacoplamiento fisiolégico a concentraciones
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elevadas de ATP antes de ser hidrolizadas por la célula. El poro funciona como un
desacoplador fisiolégico que defiende al huésped de la formacion de radicales libres. Esto
se da cuando ANT interacciona con ATP, aunque en nuevas investigaciones se cree que el
ligando de ATP es la ATP- asa mitocondrial [Bernardi P., 2013]. Al existir un exceso de ATP,
la ATP-asa hidroliza ATP para generar ADP y Pi, proceso que podria corresponder al
descenso abrupto de distribucion de afinidades. EI ADP y el Pi cierran el poro, lo cual
reestableceria el AW, el estado estacionario mitocondrial y el acoplamiento de la sintesis
de ATP; aun asi, determinar que esto sucede es aun muy aventurado, pues nadie ha podido

demostrar que el poro opere de manera dinamica.
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Figura 18. Distribucion de afinidades a diferentes concentraciones de Pi. Aunque el fosfato
cierra el poro, se obtiene la misma grafica que en la figura 17, puesto que observamos
porcentaje de inhibicion. Es decir al movernos a la derecha de la grafica observamos apertura
y a la izquierda cierre del poro. Note como observamos la misma distribuciéon hecha por el
PiC. Esto puede deberse a que dos elementos del poro interaccionan de manera indirecta en

un mismo proceso la sintesis e hidrélisis de ATP.
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Se observa la misma distribucién de afinidades que la obtenida con la curva de ATP, esto
se puede deber a que estd involucrado el mismo receptor en la transicion de la
permeabilidad. Esta va acorde a lo propuesto por Bernardi [2013], en la cual el poro esta

formado por dimeros de ATP asa mitocondrial.
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Figura 19. Distribucién de afinidades a diferentes concentraciones de Pi.
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Figura 20. Curva de distribuciéon de afinidades a diferentes concentraciones de KCI.

Se observan tres estados o cambios conformacionales que sufre la molécula liberadora de
Ca*. En ella se observan tres modas de las cuales el primero y segundo coexisten aun
cuando el segundo estado parece ser el mas importante en la apertura del poro. El tercer
estado no coexiste con el segundo, pudiendo ser este la apertura definitiva del poro para la

liberaciéon de calcio matricial.
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Figura 21. Curva de distribucién de afinidades a diferentes concentraciones de KCI para dos

sitios de unién de Ca?* inducidas por desplazamiento de cargas.

En la cual se pueden observar la coexistencia tedrica de varios estados en un punto
determinado, excluyendo claro N (k). Al haber un tercer estado conformacional de un sitio

de unién puede coexistir con el primer, segundo y tercer estado del segundo sitio de unién.
Pero s6lo se dan los cambios conformacionales del segundo sitio de unién cuando el primer

sitio ha alcanzado el tercer estado.
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Efecto de la sintesis de ATP dependiente de ADP.
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Figura 22. Curva de distribucion de afinidades teérica para la sintesis de ATP.
Observe como existen dos estados uno que corresponde a la sintesis de ATP tomando

como sustrato ADP y Pi y a la izquierda un segundo estado, en el cual se libera el ATP.
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Figura 23. Curva de distribucion de afinidades para la sintesis de ATP dependiente de
concentraciones de ADP con tres sitios [ de unién teéricos, los cuales corresponden a los

tres sitios de catalisis de la ATP sintasa mitocondrial
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En ella se observan que debido a la rotacién de la ATP sintasa coexisten los tres estados
antes de liberar el ATP. El paso crucial para la grafica de distribucion de afinidades es la
sintesis de ATP mas que la captacién o liberacion. No existe el paso de captacion, lo cual
indica que es simultaneo al de sintesis. Sin embargo, al rotar la ATPasa podemos ver en
diferentes tiempos de acuerdo a concentraciones crecientes de ADP los cambios
conformacionales demostrados por nuestro modelo, los cuales van acordes a la literatura.
El paso critico en la rotacion de la ATP sintasa es la sintesis misma del ATP al igual que lo

demostrado en la literatura [Syberg y cols. 2012].
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Figura 24. Curva de distribucién de afinidades para la sintesis de ATP con 6 sitios /[ de unién
tedricos, correspondientes a los dimeros propuestos por Bernardi para la transiciéon de la
permeabilidad mitocondrial. Se justifica debido a que la concentracion de fosfato es 1 mM en

el ensayo, donde no se logra un acoplamiento maximo debido a una apertura parcial del poro.

Observe las curvas de distribucion de afinidades para el dimero de ATP asas que
conforman el poro. Note como coexisten varios estados debido a la rotacion de ambas ATP
asas. Existen 6 modas a concentraciones altas de ADP con sintesis de ATP como el paso

critico. Sin embargo, la liberacion de ATP en el lado izquierdo de la grafica, se ve en
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diferentes pasos debido a la rotacion catalitica de la enzima. La rotaciéon de la enzima

corresponde a los cambios conformacionales observados con este método.

DISCUSION

El magnesio y el calcio citosdlico cierran el poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial al interaccionar con el canal anidénico dependiente de voltaje (VDAC) de
Sacharomyces cerevisiae esto de acuerdo a lo propuesto por varios autores [Gutiérrez-
Aguilar M., cols, 2007] nuevas teorias establecen que la interaccién se lleva a cabo con
dimeros de ATP-sintasa mitocondrial [Bernardi P., 2013]. El calcio matricial abre el poro en
mamiferos [Chavez E., cols, 1991; Parra E. y cols 2005] en Sacharomyces cerevisiae el
incremento de concentracion de calcio citosolico ha mostrado cerrarlo [Gutiérrez-Aguilar M.,
cols., 2007] al no existir un uniportador de calcio se puede observar el efecto del calcio
hasta ciertas concentraciones, pues existe un antiportador calcio/hidrogenién [Bradshaw P.
C., cols, 2001] el cual podria causar que las curvas de fijacidén se saturen y posteriormente
disminuyan la actividad. Sin embargo, el efecto del magnesio es diferente. Al parecer, este
s6lo muestra un efecto inhibidor. El efecto inhibidor o de cierre del poro se observa cuando
al incrementar la concentracion de Mg* el estado 3 aumenta y el estado 4 disminuye. Al
abrir el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial en estado 4 donde hay sustrato
respiratorio sin ADP, la pendiente de consumo de O- tiende a incrementar, debido a que se
genera un cortocircuito con fuga de protones. Al existir una caida del AW la cadena
respiratoria se acelera para restablecer el potencial transmembranal mitocondrial. Es decir,
en estado 3 (con presencia de ADP), los protones tienden a fugarse de manera normal a
través de la porcién Fo de la ATP sintasa incrementando el consumo de O en relacién con
el estado 4 siempre que esté acoplada la cadena respiratoria. Hablamos de acoplamiento
cuando la fuerza protén motriz se utiliza para la sintesis de ATP. Cuando no esta acoplada
la cadena respiratoria, el cociente edo.3/edo.4 disminuye (a este cociente se le conoce
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como control respiratorio). Si la mitocondria no esta acoplada, el estado 3 disminuira y el
estado 4 aumentara. A mayor CR, mayor acoplamiento. Note como en la Figura 8 el estado
4 disminuye mientras que el estado 3 aumenta con el incremento en las concentraciones
de Mg?*. El grado de acoplamiento es directamente proporcional al cierre del poro de

transicion de la permeabilidad mitocondrial de acuerdo a la teoria quimiosmotica.

Es la primera vez que se utiliza este método para estudiar canales. Las curvas de isotermas
de fijacion no aportan informacion de la fisiologia del canal de manera aislada a diferencia
de las distribuciones de afinidad. Sin estudios cristalograficos podemos establecer cambios
conformacionales a partir de este método. Llama la atencién que en el canal mitocondrial,
al existir un solo sitio de fijacién, encontremos diferentes modas y no una distribucién
gaussiana, lo cual seria esperado para un solo sitio de fijacidon. Este modelo es adecuado
para dilucidar la fisiologia del canal mitocondrial.

La transicion de la permeabilidad mitocondrial tiene un rol fisioldgico. Es probable que la
apertura y cierre del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial tenga tanto un
estado reversible como uno irreversible. Estos estados son producto de la respuesta
mitocondrial a las demandas energéticas de la célula o de la mitocondria misma ante un
estimulo nocivo (por ejemplo la isquemia y la isquemia-reperfusion). Parte de estos
estimulos los podemos estudiar con la distribucién de afinidades de acuerdo a
concentraciones de Mg®*, ATP y Pi obtenidos de manera experimental. Exponemos los
estados encontrados y su probable rol con la fisiologia subcelular a continuacion.

Las distribuciones de afinidad de los picos de Mg?* nos hablan de rangos de afinidades
pequenas. Esto puede traducirse en un canal con dos sitios de fijacién como pulsos los
cuales traducen corrientes dependientes de la apertura y cierre del canal.

En condiciones fisioldgicas un descenso abrupto de las concentraciones de magnesio

estableceria una corriente saliente de Mg** a través del poro para establecer el equilibrio
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termodinamico trans-membranal mitocondrial de este i6n. Esto es consistente con
propuestas del transporte de Mg?‘con cinéticas elevadas [Kolisek M, cols, 2003]. Si a la
célula le acontece un descenso brusco de Mg* se induce una apertura irreversible (no esta
claro si el PO4 puede impedir esta apertura en ausencia de Mg®*). La apertura irreversible
del poro conlleva al desacoplamiento de la cadena respiratoria con subsecuente deplecién
de ATP y muerte celular. Las curvas pueden ser interpretadas como una sustitucion de los
sitios de unién de Mg®‘por Ca?*, ambos iones compiten por el sitio de unién interno. Sin
embargo, ambos iones tienen diferentes transportadores por lo que el comportamiento real
es diferente. En medios experimentales el calcio matricial mitocondrial puede competir con
el Mg®*. Tedricamente ante un incremento en la concentracién matricial de Ca®*, la apertura
del canal permitiria un influjo de Mg?* hacia la matriz para competir con el Ca** matricial
(propuesta que se ajusta al modelo de Bernardi (2013), sin embargo faltan mas estudios
para determinar el papel del Ca*, y su comportamiento biofisico con esta estructura. El
comportamiento de la grafica de Ca** no cumple con las caracteristicas matematicas para
poder ser analizada por este método. Hace falta modificar la ecuacién para poder dilucidar
el comportamiento de este ion. Sin embrago en mitocondrias de rifidon de ratén podemos
observar el comportamiento del canal dependiente del desplazamiento de cargas por KCI
(Figura 13). En ella podemos observar que el Ca?* matricial el cual interacciona con el poro
para su apertura, confiere dependiendo de su concentracion, tres estados conformacionales
al poro. Esto lo podemos observar al existir tres modas diferentes en la distribucion de
afinidades para liberacion de calcio.

Por otra parte, cuando la célula cuenta con exceso de ATP, la sintesis de éste sera
innecesaria, por lo cual, al interaccionar el ATP con el ANT o la ATP sintasa (queda por
esclarecer el ligando en este proceso) se desacopla la cadena respiratoria. De esta manera
se regula la sintesis de energia y la velocidad de la fosforilacion oxidativa (medida

experimentalmente con el consumo de O,). Este proceso presenta un fendmeno contra-
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regulatorio para impedir el desacoplamiento permanente: La ATP asa mitocondrial, ante un
exceso de ATP y una cadena respiratoria desacoplada, podria hidrolizar el ATP innecesario
para generar Pi y ADP, los cuales cerrarian ssMUC y acoplaran la fosforilacién oxidativa,
impidiendo de esta manera la muerte celular. Lo Unico que nos puede ayudar a dilucidar
este proceso, es que tanto el ADP como el Pi cierran el poro, pero aun faltan estudios que
logren demostrar la hidrolisis de ATP in vivo al abrirse el poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial. El proceso observado dependiente de ATP y Pi se da en dos
pasos o dos distribuciones de afinidad, probadas anteriormente. Cabe mencionar que el
segundo paso es muestra una moda baja a la cual le antecede un pulso alto de afinidad.
Comportamiento sugerente de un umbral de apertura. Es decir, existe una concentracién
de ATP a la cual se abre el poro de manera abrupta (aun no podemos esclarecer si el
proceso es reversible o irreversible). Lo que si podemos determinar es que el ligando de Pi
y ATP se comportan de manera similar, altamente sugerente de que es el mismo ligando.
Si este fuera el caso se ajusta al modelo de Bernardi en el cual el poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial esta formado por dimeros de ATP asas mitocondriales.

El estudio de la fisiologia mitocondrial, nos ayuda a entender diversas enfermedades en
las que esta implicada la transicion de la permeabilidad mitocondrial. Tal es el caso de la
isquemia, la isquemia reperfusién y algunas enfermedades neurodegenerativas. Asi mismo,
el envejecimiento celular puede estar regulado de manera indirecta por la estructura en
estudio. Describir puntualmente la fisiopatologia subcelular a nivel cardiaco y cerebral no
es posible con los datos arrojados en este estudio, sin embargo, la metodologia se puede
usar para esclarecer el papel de la mitocondria en estas enfermedades. Cabe senalar que
la figura 9 y la figura 12 son obtenidas de distintos experimentos bajo induccién de apertura
del canal por medio de ATP. Es decir, observamos el mismo proceso pero con metodologia

diferente: velocidad consumo de O; y el hinchamiento mitocondrial. EI hecho de que

40



observemos curvas similares en dos experimentos diferentes que evaluan el mismo
proceso, valida nuestro método para el estudio de la fisiologia subcelular en este canal.

La sintesis de ATP dependiente de ADP puede ser estudiada mediante el método propuesto
por José M.V. (1998). Se observa la distribucién de afinidades de la sintesis de ATP asi
como la coexistencia de distintos estados lo cual se ajusta al hecho de que la ATP asa
mitocondrial tiene un mecanismo rotacional. Observamos que el paso crucial en esta serie
de eventos es la sintesis de ATP obteniendo una moda superior a las demas en todas las
graficas. Dicha observacion es similar a la observada en el centro ABC de MsdbA [Syberg,
cols 2012] un transportador de nucledtidos de E. coli con capacidad catalitica de ATP, es
decir el paso critico en la hidrdlisis de ATP es la hidrélisis misma acoplada a la reaccion
enzimatica antes que cualquier otro proceso biofisico. Asimismo podemos observar que el
estado final libera al ATP. Se realizé el estudio de este proceso para un dimero de ATP asa
en el cual se toman 6 sitios. Podemos observar que mientras incrementa la concentracién
de ATP, decrementa la afinidad y el nimero de estados, favoreciendo una moda de ATP
sintetizado como paso critico, previo a la liberacién en diferentes tiempos de ATP por parte

de la ATP asa mitocondrial.
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CONCLUSIONES

Este método nos permite calcular distintos estados conformacionales en un canal.

Este método nos permite estudiar los estados conformacionales de la ATP sintasa

mitocondrial.

Existe un estado critico para la sintesis de ATP y un estado de liberacién de ATP por la

ATP sintasa mitocondrial.

No podemos determinar con la evidencia tomada si la apertura y cierre de este canal es

reversible o irreversible.

Los distintos estados conformacionales dependen de la afinidad de algunos ligandos.

La carga energética es un importante regulador de la apertura-cierre del poro de transicion

de la permeabilidad mitocondrial.

Al estudiar canales con valencia 1 no siempre obtenemos una distribucién gaussiana, pues
el método nos permite ver la distribucién de afinidades y por tanto dilucidar los cambios

conformacionales, siempre y cuando existan.

La interaccion del calcio matricial mitocondrial con el poro de transicion de la permeabilidad

mitocondrial en rindn de rata genera tres cambios conformacionales.
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