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ABREVIATURAS

ADP           Adenosín difosfato
AMPc        Adenosín monofosfato cíclico
ATP           Adenosín trifosfato
DCCD        Diciclohexilcarbodiimida
∆ψ             Potencial de membrana
DMF          Dimetilformamida
D.O.           Densidad óptica
D.S.            Desviación estándar
EGTA        Ácido etilenglicol.-acetoximetil-eter-tetraacético
FCCP         Carbonilcianuro de p-trifluorometoxifenilhidrazona
HEPES       Ácido N-(2-hidroxietil)piperacina-N-(2-etanolsulfónico)
Km.            Constante de Michaelis
KATP           Canal de potasio de pendiente de ATP
MES           Ácido 2-(N-morfolino)etanolsulfónico
n                 Número de datos
NAD+         Nicotinamida adenín dinucleótido
β-NADP β-nicotinamin-adenín-dinucleótido fosfato
PM             Peso molecular
PTP            Poro de transición de la permeabilidad mitocondrial
Pi                Fosfato inorgánico
TEA           Trietanolamina
YMUC       Canal inespecífico de la motocondria de levadura
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RESUMEN

Se cuantificó la modulación ejercida por diferentes concentraciones de Mg2+ sobre los

efectos desacoplantes del K+ así como de su captación por la mitocondria de levadura. En la

mitocondria de levadura el K+ disminuye el potencial de membrana, acelera la respiración

mitocondrial e inhibe parcialmente la síntesis de ATP. Esto se debe a su captación por

sistemas específicos e inespecíficos. Los estudios se llevaron a cabo en presencia de fosfato

(Pi) 0.4 o 4.0 mM para así mantener el canal inespecífico mitocondrial de la levadura

(YMUC) en estado abierto o cerrado, respectivamente. En presencia de Pi 4.0 mM y K+ 40

mM, la mitocondria se mantuvo en estado acoplado y el Mg2+ tuvo un efecto ligeramente

desacoplante, disminuyendo el control respiratorio y el potencial transmembranal. Por otro

lado, no se observaron efectos del Mg2+ sobre la síntesis de ATP. En presencia de Pi 0.4

mM  y  K+ 40 mM, se observó desacoplamiento, mientras que el Mg2+ tuvo un efecto

acoplante, elevando el control respiratorio y el potencial de membrana. Con respecto al

mecanismo de acción del Mg2+, se observó que en presencia de Pi 0.4 mM, y Mg2+ 2.0 mM

o mayor, se inhibió el hinchamiento producido por la captación de K+ y se inhibió la

captación de 86Rb+. Se sugiere que el Mg2+ regula los efectos del K+ sobre la fosforilación

oxidativa mediante la inhibición de su captación.
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I. INTRODUCCIÓN

I.1 El POTASIO.

En mitocondrias aisladas tanto de hígado como de corazón de mamífero, el K+ se

encuentra en la matriz mitocondrial a una concentración de 100-120 nmolas por mg de

proteína, lo que equivale aproximadamente a una concentración de K+ 100 mM (Sorgo y

cols., 1985). Además, se considera que in situ la concentración de K+ en la matriz

mitocondrial es de 180 mM (Garlid, 1998), es por esto que el K+ es el catión más abundante

en la mitocondria.

En las mitocondrias la acumulación de K+ disminuye cuando se inhibe la

respiración, por lo que se considera que su transporte y eventual acumulación son

dependientes de energía. (Diwan y Tedeschi, 1975; Diwan y cols., 1979; Skulskii y cols.,

1983).  La principal contribución a la energía necesaria para la acumulación de K+ es  el

potencial transmembranal negativo interno, ya que las cargas negativas atraen la carga

positiva del K+ (Garlid, 1998).

Transporte de potasio

El  K+ entra a la mitocondria por medio de un uniportador electroforético,

energizado por el potencial de membrana (Jung y cols., 1977). La salida de K+ de la

mitocondria se lleva a cabo por medio de un antiportador K+/H+ dependiente del gradiente

de pH (Chávez y cols., 1977; Mitchell y Moyle, 1969).
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Captación del Potasio

La captación de K+ en presencia de un potencial transmembranal elevado presenta

una cinética michaeliana con respecto a la concentración de K+ externo. La Km para la

captación de K+ en mitocondrias aisladas de hígado rata es de 5 mM (Diwan y Lehrer,

1978), mientras que la captación de K+ en mitocondrias aisladas de corazón, exhibe una

Km de aproximadamente 12 mM (Jung y cols., et al 1977). Dicha captación es inhibida de

manera competitiva por Tl+ (Diwan y Lehrer, 1977), por Mg2+ (Jung y cols., 1977; Diwan y

cols., 1979), y de manera no competitiva por Ba2+ (Diwan, 1985). El Ba2+ ejerce su efecto

inhibitorio desde el lado de la matriz mitocondrial (Diwan, 1985). La captación de K+, es

activada por la presencia de Ca2+ en la matriz mitocondrial (Halestrap y cols., 1986), y se

inhibe por la presencia de Ca2+ en el medio extramitocondrial (Brierley,1983; Jung y

Brierley, 1979). Es decir, en mitocondrias de mamífero existe una interacción importante

entre los cationes divalentes y el transporte de K+. La quinina, un catión orgánico, también

inhibe parcialmente la captación de K+ (Diwan, 1986).

En mitocondrias de corazón de res y en presencia de un alto potencial de membrana,

el Pi fomenta la entrada de K+. El K+ se puede acumular como la sal de fosfato, debido a la

acumulación del Pi en la matriz que resulta del intercambio de OH- por Pi. (Jung y cols.,

1977; Diwan y Lehrer, 1978). En ausencia de Pi en el medio, la captación de K+ aumenta al

alcanilizar el medio.

La captación de K+ se inhibe en presencia de ADP y Pi, probablemente por la

disminución del potencial de membrana que se utiliza para sintetizar ATP (Jung y cols.,

1977). El movimiento transmembranal de K+ generado durante el intercambio

electrogénico ADP/ATP (LaNoue y cols., 1978), sugiere que el translocador de adenín

nucleótidos está involucrado en el transporte de K+. Sin embargo, existen datos en contra de
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esta idea, ya que se ha reportado que en presencia de atractilósido, que es (un inhibidor del

translocador de adenín-nucleótidos), aún se observa captación de K+ (Diwan y cols., 1983).

 *Con respecto a las proteínas que participan en el transporte de K+ mitocondrial, se

ha reportado que en mitocondrias activas; diversos compuestos que reaccionan con grupos

sulfhidrilo como el mersalil, estimulan la entrada de K+ (Brierley y cols., 1971; Brierley y

cols., 1968; Sanadi y cols., 1981). En cambio, los compuestos que reaccionan con grupos

carboxilo, como el DCCD, inhiben la entrada de K+ (Gauthier y Diwan, 1979; Jung, 1980).

Este efecto sólo se observa a altas concentraciones de DCCD (Jung, 1980). El efecto

inhibitorio del DCCD sobre la captación de K+ es menor cuando la concentración de K+

externo es alta (Jung, 1980).

Los esfuerzos por identificar un posible uniportador de K+ llevaron a la purificación

de una proteína de 53 kDa proveniente de mitocondrias aisladas de hígado de rata (Diwan,

1987). La reconstitución de la proteína de 53 kDa en vesículas lipídicas resultó en la

captación de K+ (Diwan, 1988).

Salida del potasio

La expulsión de K+ de la matriz también es dependiente de la respiración

mitocondrial. Las mitocondrias expulsan potasio a través de un antiportador K+/H+ el cual

parece estar regulado por la concentración de Mg2+ en la matriz mitocondrial (Martin y

cols., 1984, Nakashima y cols., 1982). La salida de K+ se estimula por compuestos, como

mersalil y óxido de fenilarsénico (Singh y Nicholls,  1984; Diwan y cols., 1986;

Novogorodov,. 1987). La concentración de Mg2+ en las mitocondrias tratadas con el

ionóforo de cationes divalentes A23187, contrarresta el efecto del antiportador K+/H+

(Martin y cols., 1984; Brierley y cols., 1984; Garlid, 1986). La quinina inhibe el
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antiportador K+/H+ (Diwan,. 1986), mientras que el DCCD actúa como inhibidor solamente

si la concentración de Mg2+ en la matriz mitocondrial se encuentra disminuida (Martin y

cols., 1984).

En mitocondrias aisladas de hígado y de corazón de rata, se identificó el

antiportador K+/H+ como una proteína de 82 kDa (Martin y cols., 1984, Martin y cols.,

1986). Esta proteína se reconstituyó en vesículas lipídicas y se observó que cataliza el

transporte de 86Rb+ . De manera similar a lo que ocurre con el antiportador cuando aún se

encuentra en la mitocondria, el transporte reconstituido en el liposoma es inhibido por

Mg2+, por quinina, y por DCCD (Diwan, 1987).

El ciclo mitocondrial del potasio.

El ciclo mitocondrial del K+ consiste en 1) la captación electroforética de K+ a

través del uniportador y 2) la salida electroneutra de K+ a cambio de un protón a través del

antiportador (descritos arriba). Ambas proteínas  transportadoras están insertas en la

membrana interna de la mitocondria, por lo que el ciclo del potasio ocurre entre la matriz y

el espacio intermembranal. El transporte de K+ puede ser acompañado por aniones que son

los contra-iones que dotan de electroneutralidad al proceso. Cuando existe un desequilibrio

en la entrada y en la salida de K+ en la matriz se observa un cambio en el volumen

mitocondrial. Esto es el resultado del desplazamiento del agua, que también cruza la

membrana (Garlid, 1998).

Para mantener la fuerza protón-motriz durante la respiración, la mitocondria, debe

regular estrictamente el transporte de K+, pues de otra forma la captación de K+ abate el

potencial eléctrico transmembranal, mientras que la salida abatiría el gradiente de pH. Bajo

condiciones adecuadas de este ciclo, se ha propuesto que in vivo la principal función de la
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captación de K+ es la de regular el volumen de la matriz mitocondrial (Garlid, 1988). En

este sentido, el antiportador K+/H+ es regulado por los cambios de volumen provocados por

el movimiento del K+. Los cambios de volumen, a su vez, modulan la unión reversible tanto

de Mg2+ como  de  H+, a la región del antiportador que está expuesto hacia la matriz

mitocondrial.

Actualmente, se ha propuesto que el uniportador de K+ es un canal que se cierra en

presencia de ATP por lo que se le ha denominado canal mitocondrial KATP. El canal

mitocondrial KATP al igual que el antiportador K+/H+, participa en la regulación del ciclo

del potasio y por lo tanto en la regulación del volumen mitocondrial (Garlid, 1998). Se ha

propuesto que el canal KATP mitocondrial juega el papel central en el control de la actividad

del transporte de electrones y en la estimulación de la oxidación de los ácidos grasos

(Garlid, 1996). Estos efectos ocurren porque, al aumentar el volumen de la matriz

mitocondrial, se estimula el transporte de electrones, con un fuerte efecto sobre la

oxidación de los ácidos grasos; en contraste, cuando la mitocondria se contrae los sustratos

se oxidan lentamente. La activación del transporte de electrones dependiente del volumen

de la matriz mitocondrial, esto se ha reportado en mitocondrias aisladas de hígado, de

corazón, y de grasa parda de mamífero (Halestrap, 1989).

Se ha sugerido que el canal KATP mitocondrial se parece a los canales KATP de la

membrana plasmática de las células beta del páncreas que son complejos

heteromultiméricos constituidos por un canal rectificador entrante de K+ y un receptor a

sulfonilurea( ). Hasta ahora, en las mitocondrias se han identificado dos proteínas, una de

55 kDa y otra de 63 kDa que probablemente son los equivalentes del canal rectificador

entrante de K+ y del receptor de sulfonilurea respectivamente. Se piensa que el canal KATP
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mitocondrial pertenece a la misma familia genética de los canales KATP de las células beta

de páncreas (Garlid, 1998).

*El canal KATP mitocondrial es inhibido con alta afinidad por ATP, ésteres de acetil-

Coenzima-A, y glibenclamida. El canal KATP mitocondrial inhibido es reactivado con alta

afinidad por nucleótidos de guanina y por los inductores de los canales de K+ como son

cromakalina y diazóxido (Garlid, 1998).

Independientemente de su papel como regulador del metabolismo mitocondrial, se

ha postulado que el canal KATP mitocondrial puede actuar como un cardioprotector ya que

su activación promueve la supervivencia de los cardiomiocitos en experimentos en que se

genera isquemia cardiaca. Los canales cardíacos KATP mitocondriales se pueden diferenciar

de los canales KATP de membrana plasmática porque los primeros son 2000 veces más

sensibles a diazóxido (Garlid y cols., 1996b).

I.2 EL MAGNESIO.

El magnesio es el segundo catión más abundante en las células de mamífero. En la

célula, este catión es indispensable para un gran número de reacciones y funciones tales

como: 1) la activación de enzimas, sea por interacción directa o mediante formación de

complejos con sustratos; 2) el mantenimiento de la conformación de los ácidos nucleicos y

de las proteínas; 3) la regulación de canales, receptores, y moléculas de señalamiento

intracelular; y 4) la modulación de la fotosíntesis, la fosforilación oxidativa, la contracción

muscular y la excitabilidad nerviosa. Se ha demostrado que el Mg2+ es indispensable para el

crecimiento celular y para el control del ciclo celular (Walker, 1986; Maguire, 1988). A

pesar de lo anterior, poco se sabe de la homeostasis celular del Mg2+ y su control (Romani y

Scarpa, 1992).
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 La mitocondria es el principal almacén intracelular de Mg2+ (Bogucka y Wojtczak,

1971; George y Heaton, 1975; Gunther, 1986). En mitocondrias aisladas de hígado y de

corazón de rata hay de 20 a 30 nmolas de Mg2+/mg prot (Polimeni y Page, 1973; Akerman,

1981) y en mitocondria de músculo liso de bovino es de 70 nmolas de Mg2+/mg prot

(Sloane y cols, 1978). El Mg2+ se encuentra distribuido en los diferentes compartimentos

mitocondriales como sigue: 41% en la matriz mitocondrial, 50% en el espacio

intermembranal, 4% en la membrana externa y 5% en la membrana interna (Bogucka y

Wojtczak, 1971; Gunther, 1986).

La concentración de Mg2+ en la célula se mantiene dentro de estrechos límites a

pesar de los amplios cambios de concentración de Mg2+ en el medio extracelular bajo

condiciones experimentales. Esto implica la existencia de un sistema de almacenamiento

que está coordinado con el transporte de Mg2+ (Flatman, 1984).

Química y transporte del Mg2+

El Mg2+ es un ion pequeño que tiene una alta densidad de carga en su superficie, lo

que resulta en un gran volumen de hidratación. El Mg2+ coordina 6 oxígenos del agua para

obtener su forma estable que es Mg(H20)6
2+, lo que representa un problema para su

transporte transmembranal. El Mg2+ hidratado posee un volumen que fluctúa de 350 a 400

veces el de los iones hidratados de Ca2+, Na+ o K+ (Maguire, 1993). El magnesio hidratado

puede moverse rápidamente a través de canales grandes, tales como el PTP cuyo diámetro

es de 2-3 nm. Sin embargo, para que pueda pasar a través de un canal pequeño o interactuar

con un acarreador móvil, el magnesio necesita reemplazar sus moléculas de agua por los

grupos funcionales del transportador. El lento intercambio entre las moléculas de agua del
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ion hidratado por los grupos funcionales del transportador, es el factor limitante que

controla el transporte del Mg2+ a través de la membrana (Williams, 1993). Este proceso

puede tener como consecuencia un movimiento lento del Mg2+, que puede inhibir el flujo

de otros iones a través de su transportador determinado (Flatman, 1993).

Captación de Mg2+ por mitocondrias de diferentes tejidos.

Captación de Mg2+ en mitocondrias de corazón

La acumulación de Mg2+ ocurre en mitocondrias de corazón incubadas en sacarosa,

fosfato, y una alta concentración de Mg2+ (Brierley y cols., 1963; Jung y Brierley., 1994).

La acumulación requiere de un alto potencial de membrana mitocondrial y es sensible a

desacoplantes, pero no a oligomicina. La acumulación de Mg2+ disminuye en presencia de

ADP, probablemente al disminuir el potencial transmembranal al inicio de la fosforilación

oxidativa (Brierley y cols., 1963).

Aún no está claro si existe un sistema uniportador específico para la acumulación de

Mg2+, pero su acumulación en mitocondrias de corazón no es inhibida por rojo de rutenio,

por lo que el Mg2+ probablemente no entra a la mitocondria a través del uniportador de Ca2+

(Crompton y cols., 1976).

 Es posible que en la mitocondria la acumulación de Mg2+ ocurra por difusión, en

respuesta al incremento del potencial de membrana. La acumulación de Mg2+ es precedida

por la unión del catión a sitios de la superficie de la membrana en un medio no iónico

(Schuster y Olson, 1974; Brierley y cols., 1987), de tal manera que al aumentar el potencial

de membrana, el Mg2+ se mueve a través de la membrana. Tanto la unión del Mg2+ a la
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membrana, como su acumulación en la mitocondria, son inhibidas por K+ y otros cationes

monovalentes (Brierley y cols., 1963; 1987).

La acumulación de Mg2+ no se inhibe por diltiazem, se inhibe parcialmente por

DCCD o por Ba2+. El Zn2+, el Cd2+ y  el  Hg2+; activan la captación de Mg2+ y al parecer

incrementan la permeabilidad inespecífica de la membrana (Brierley y cols., 1967). Los

sistemas de transporte mitocondrial, tanto de la captación como de la salida de K+ y de

Mg2+, son muy similares en cuanto a sus perfiles de inhibición y de activación (Diwan,

1987).

Captación de Mg2+ en mitocondrias de hígado

En mitocondrias de hígado de rata, la acumulación de Mg2+ depende de la respiración

mitocondrial, pero es relativamente menor a la observada en mitocondrias de corazón

(Diwan, 1987). En mitocondrias de hígado de rata, el transporte de Mg2+ se ha medido con

el isótopo radiactivo 28Mg2+ y se ha demostrado que tanto la captación como la salida de

Mg2+ es dependiente del potencial de membrana (Diwan y cols., 1979). La captación de

Mg2+ presenta una cinética michaeliana con una Km de 0.7 mM y una velocidad máxima de

0.9 nmol Mg2+/mg prot/min. La captación de Mg2+ es inhibida por Tl+ (Diwan y cols.,

1979) y es estimulada por la hormona paratiroidea (Johnson y Pressman., 1969).

Salida de Mg2+ en mitocondrias de corazón.

En mitocondrias aisladas de corazón de rata, la velocidad de la salida de Mg2+ es de

aproximadamente de 1 a 2 nmolas de Mg2+(mg prot.min)-1 (Crompton y cols., 1976;

Akerman, 1981) y se inhibe al aumentar la concentración de Mg2+ en el medio. Cuando la

concentración de Mg2+ en el medio es de 2.5 mM no hay movimiento neto de Mg2+ en la
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mitocondria. La salida de Mg2+ es dependiente de energía y se inhibe en presencia de

inhibidores de la cadena respiratoria ó de desacoplantes. (Crompton y cols., 1976). La

salida puede ser estimulada por fosfato ó por oligomicina (Crompton y cols., 1976).

Con respecto al papel que juega el ADP en la salida de Mg2+, los datos encontrados

en la literatura son contradictorios. Se ha reportado que la salida de Mg2+ es inhibida por

ADP en presencia o en ausencia de fosfato (Brierley y cols., 1987), mientras que en otros

estudios se ha reportado que esta salida de Mg2+ es independientemente de fosfato. Se ha

demostrado además que la salida de Mg2+ provocada por ADP es sensible a inhibidores del

translocador de adenín-nucleótidos como el ácido bongcréquico y el atractilosido (Romani

y cols., 1991).

El ADP es un potente inhibidor de la salida de Mg2+ y su efecto puede ser prevenido

por fosfato. Durante la fosforilación oxidativa, la salida de Mg2+ puede ocurrir sólo en

presencia de fosfato en la matriz mitocondrial (Crompton y cols., 1976). La salida de Mg2+

coincide con la transición que sufre la mitocondria al pasar del estado IV al estado III de la

respiración mitocondrial, lo cual correlaciona con la disminución de ATP y el aumento de

ADP en la matriz (Masini y cols., 1981; 1982; 1983.).

El Mg2+ que sale de la mitocondria es un 30-40% del total de Mg2+ mitocondrial y

se ha observado que existe una mayor salida de Mg2+ cuando la concentración de externa

de Mg2+ es menor a 2.5 mM. Al aumentar la concentración de Mg2+ externo se observa una

disminución de la salida de Mg2+ endógeno y eventualmente se observa captación

(Crompton y cols., 1976). La valinomicina estimula la salida de Mg2+ mientras que la

nigericina, la previene. Estas evidencias sugieren que la salida de Mg2+ depende del

gradiente de pH (Akerman, 1981) y que esta podría ocurrir a través del antiportador K+/H+

(Diwan, 1987; Brierley y cols., 1988).
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Salida de Mg2+ en mitocondrias de hígado.

En mitocondrias aisladas de hígado de rata, en medio libre de Mg2+ y en presencia

de fosfato, la velocidad de salida de Mg2+ es de 1 a 2 nmol Mg2+/mg prot/min y es

bloqueada por antimicina A y por FCCP (Zoccarato y cols., 1981). A diferencia de lo que

sucede en las mitocondrias de corazón o de músculo liso (Sloane y cols., 1978), la salida de

Mg2+ de mitocondrias de hígado de rata es bloqueada por rojo de Rutenio, Lantano ó

EGTA, sugiriendo la existencia de una relación con el sistema de transporte de Ca2+

(Zoccarato y cols., 1981). Esto puede deberse a los efectos que tiene el Ca2+ sobre el poro

de transición de la permeabilidad (PTP) (Gunter y Pfeiffer, 1990). Hay evidencias de que el

PTP puede operar en mitocondrias in situ (Altschuld y cols., 1992), por lo que podría

constituir una vía de equilibrio para el Mg2+ y el K+ entre la matriz mitocondrial y el citosol

(Gunter y Pfeiffer, 1990).

La salida de Mg2+ es inhibida por Mg2+ exógeno, por ADP y por ácido

bongcréquico. Este último previene la pérdida de ADP de la mitocondria. En mitocondrias

aisladas de hígado de rata, la salida de Mg2+ y de adenín-nucléotidos ocurre

simultáneamente, por lo que se ha propuesto que comparten un mecanismo de transporte

común (Zocarato y cols., 1981), cuya actividad puede modificarse por estímulos

extramitocondriales (Flatman, 1984; Romani y Scarpa., 1992). La presencia de AMP

cíclico tanto en células íntegras como en hepatocitos permeabilizados y en mitocondrias

aisladas de hígado de rata induce la salida de Mg2+ (Romani y cols., 1991). La salida de

Mg2+ provocada por AMP cíclico, es muy semejante a la salida de Mg2+ provocada por el

translocador de adenín-nucleótidos (Romani y cols., 1991).
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Se ha propuesto que el antiportador ATP/Pi transporta en realidad Mg2+.ATP4- y

esto puede constituir una vía alterna para la acumulación de Mg2+ (Aprille, 1993). Esta vía

de transporte de Mg2+ se caracteriza por ser: electroneutra, reversible, energizada por el

gradiente de sustratos y activada por Ca2+. El Mg2+ puede estar involucrado en la

modulación del contenido de adenín nucleótidos en respuesta a estímulos hormonales. Este

transporte es específico y se cree que es diferente al transportador de adenín nucleótidos

porque no es inhibido por atractilósido, pero sí por trifluoperazina (Aprille, 1993; Nosek y

cols., 1990). El antiportador Mg-ATP/Pi puede cambiar la dirección de su funcionamiento

dependiendo de las concentraciones tanto de Mg-ATP como de fosfato presentes dentro y

fuera de la mitocondria. Así, en presencia de altas concentraciones de Mg-ATP en la matriz

mitocondrial y de fosfato en el exterior, se favorece la salida de Mg-ATP (Jung y cols.,

1990; Rutter y cols., 1990; Romani y cols., 1991).

Diferencias entre los sistemas de transporte de Mg2+ y de Ca2+.

La mitocondria tiene diferentes sistemas de transporte para Ca2+ y para Mg2+, ya que

el rojo de rutenio y diltiazem, que son inhibidores del transporte de Ca2+, no afectan al

transporte de Mg2+ (Brierley y cols., 1987). Aún el Lantano, que es otro inhibidor del

transporte de Ca2+, tiene poco efecto sobre la entrada de Mg2+ (Kun, 1976; Diwan y cols.,

1979). La relación entre la cantidad de Mg2+ transportado y la velocidad de respiración, la

cinética del transporte y los efectos de N-etilmaleimida sobre su transporte sugieren que el

Mg2+ entra por una ruta diferente al Ca2+ (Carafoli y cols., 1964; Diwan y cols., 1979). En

hepatocitos y en miocitos cardíacos incubados en un medio con una baja concentración de

Mg2+ y una alta concentración de Ca2+, la activación de la proteína cinasa C con carbacol

induce la captación de Mg2+ pero no de Ca2+. Esto sugiere la existencia de un sistema de
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transporte de Mg2+ de alta afinidad regulado hormonalmente (Romani y cols., 1993ab). En

este sentido, se ha observado un incremento en el Mg2+ citoplásmico de hepatocitos de ratas

inyectadas con glucagón o vasopresina (Bond y cols., 1987). Se ha observado que el AMPc

induce la salida de Mg2+ de la mitocondria. Se ha propuesto que el AMPc reacciona con el

translocador de adenín-nucleótidos, cambiando la especificidad del translocador por sus

sustratos, permitiendo la salida del complejo Mg-ATP de la mitocondria (Romani y cols.,

1991). El AMPc se une al translocador de adenín-nucleótidos con una Km de 40 nM. En

presencia de atractilosido se inhibe la salida de Mg2+ sin afectar la unión de AMPc al

translocador de adenín-nucleótidos (Romani y cols., 1991).

El Magnesio regula el metabolismo.

En la mayoría de las células, la concentración de Mg2+ en el citosol y en la matriz

mitocondrial, se encuentra entre 0.5 y 1 mM. Se considera que más de 350 enzimas son

reguladas por estas concentraciones de Mg2+ (Romani y Scarpa, 2000).

El Mg2+ regula el volumen mitocondrial a través de la modulación de los

movimientos de K+, controlando la actividad tanto del uniportador de K+ como del

antiportador K+/H+ (Garlid, 1980). Cuando aumenta el volumen de la matriz mitocondrial,

la concentración de Mg2+ en la matriz disminuye por efecto de la dilución. Al disminuir el

Mg2+, el antiportador se activa sacando al ión K+ y generando contracción osmótica; así, el

volumen disminuye y la concentración de Mg2+ se incrementa inhibiendo la salida de K+

(Jung y cols., 1990).

Hay varios ejemplos de cómo el Mg2+ es capaz de regular la actividad de enzimas

específicas en diversos compartimentos celulares. La pirofosfatasa mitocondrial es regulada

por el Mg2+, que revierte competitivamente la inhibición por Ca2+ (Rutter y cols., 1990;
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Uribe y cols., 1993). En la matriz mitocondrial, el Mg2+ previene la activación por Ca2+ de

la NAD+-isocitrato deshidrogenasa, e inhibe al complejo de la piruvato deshidrogenasa y a

la -cetoglutarato deshidrogenasa (Rutter y cols., 1990).

I.3 LAS MITOCONDRIAS DE LEVADURA

Las mitocondrias de levadura estructuralmente son muy parecidas a las

mitocondrias de mamífero, sin embargo existen algunas diferencias. Entre las diferencias

más notables, está la ausencia de complejo respiratorio I, que es sustituido por dos NADH

deshidrogenasas monoméricas: una orientada hacia la cara externa y otra hacia la cara

interna de la misma membrana interna mitocondrial, estas deshidrogenasas no son sensibles

a rotenona y no bombean protones. (De Vries y Marres 1987). La NADH deshidrogenasa

interna toma electrones de la matriz mitocondrial y es sensible a cationes como K+, Na+,

Rb+ entre otros (Uribe y cols., 1991). Por otro lado,  la NADH deshidrogenasa externa toma

electrones a partir del NADH producido en la glicólisis y no es sensible a cationes. El K+ y

el Ca2+ afectan el metabolismo mitocondrial de la levadura (Uribe y cols., 1991; Uribe y

cols., 1992, Uribe y cols., 1993), de tal forma que en mitocondrias aisladas de

Saccharomyces cerevisiae y en presencia de etanol ó NADH, el K+ y el Na+ incrementan la

velocidad de consumo de oxígeno en estado III y en estado desacoplado (Uribe y cols.,

1991). Tanto el Na+ como el K+ estimulan la síntesis de ATP de manera similar, sin

embargo; en la hidrólisis de ATP el K+ es más efectivo que el Na+, esto sugiere que pueden

haber diferentes sitios involucrados en el control de cada proceso (Uribe y cols., 1991). La

NADH deshidrogenasa interna aislada de levadura aumenta su actividad en presencia de K+

y Na+ sin afectar su Km (Castrejón y cols., Mandado a Consideración). En este caso la
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afinidad de la enzima por el Na+ es mayor que por el K+, pero ambos cationes afectan de

igual manera la Vmax (Armas y Cols., 2000). La concentración de Ca2+ en el citosol es

modificada por varios órdenes de magnitud dependiendo del calcio celular en la levadura,

esto resulta en el flujo de diferentes cationes incluyendo de manera importante al K+. Se

han identificado varias enzimas mitocondriales las cuales responden a estas modificaciones

en la concentración de Ca2+, siendo unas de las más importantes la NADH deshidrogenasa

interna y la pirofosfatasa (Uribe y cols., 1992; Uribe y cols., 1993). El aumento en la

concentración de Ca2+ en la mitocondria de levadura, activa a la primera enzima e inhibe a

la segunda enzima de tal manera que la pirofosfatasa II (o mitocondrial) de Saccharomyces

cerevisiae, requiere de Mg2+ para su activación, mientras que el Ca2+ inhibe su actividad

compitiendo con el Mg2+ por el pirofosfato siendo la constante de disociación magnesio-

pirofosfato de 50 µM y la constante de disociación calcio-pirofosfato de 1.9 µM (Uribe y

cols., 1993). La NADH deshidrogenasa controla el catabolismo celular y la pirofosfatasa

controla las reacciones de síntesis. Así, el Ca2+ causa una rápida producción de ATP e

inhibe aquellas reacciones las cuales consumen ATP en la mitocondria, permitiendo que el

ATP pueda ser usado en el citosol (Uribe y cols., 1992; Uribe y cols., 1993).

La existencia del antiportador K+/H+ en mitocondrias de levadura ha sido sugerida

por Villalobo y cols., en 1981 quienes hicieron experimentos de hinchamiento mitocondrial

pasivo e insensible a CCCP que era potenciado en medio de acetato de potasio. Se he

confirmado que la mitocondria de levadura posee un antiportador K+/H+ que comparte la

mayoría de las propiedades del K+/H+ de mamífero (Welihinda y cols., 1993) es decir, es un

antiportador catiónico no selectivo, se inhibe por Mg2+, propranolol, DCCD y protones. Al

igual que en mitocondrias de hígado de rata, el antiportador K+/H+ de mitocondrias de
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levadura es inhibido por propranolol, quinina y bajas concentraciones de Zn2+ (Welihinda y

cols., 1993; Manon y Guérin 1992).

En ausencia de A23187 (que es un ionóforo antiportador electroneutro de Ca2+/2

H+), no se observa inhibición del K+/H+ de mitocondrias de levadura por cationes

divalentes, indicando que el sitio de inhibición está localizado en la matriz mitocondrial.

Esta ausencia de inhibición del K+/H+ puede ser el reflejo de diferentes requerimientos

metabólicos y sugiere que en la levadura, el pH puede ser fisiológicamente importante en la

regulación del antiportador (Welihinda y cols., 1993).

Sistema de transporte de Magnesio en la mitocondria de levadura.

La interrogante sobre si hay transportadores específicos para la captación de Mg2+

en las membranas mitocndriales de levadura (o de cualquier otra especie) no se ha resuelto

hasta el momento (Zsurca y cols., 2001). En la levadura de Saccharomyces cerevisiae  se

han aislado dos genes ALR1 y ALR2 cuyas proteínas de expresión Alr1p y Alr2p son

homólogas al transportador de Mg2+ de Salmonella typhimurium llamado CorA

(MacDiarmid y Gardner 1998). Los resultados han sugerido que los genes ALR codifican el

sistema de captación de Mg2+ y otros cationes divalentes en la levadura. La sobre-expresión

de estos genes incrementa la resistencia de Saccharomyces cerevisiae al Aluminio y

además, la inhibición de la captación de Mg2+ es la principal causa de la toxicidad

observada del Aluminio (MacDiarmid y Gardner 1998).

En S. cerevisiae la proteína Mr2P, producto del gen nuclear MRS2, se inserta en la

membrana interna mitocondrial. Esta proteína mitocondrial la cual tiene una estructura

similar a CorA, funciona como un transportador de Mg2+ esta idea se apoya sobre los
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resultados de una disminución ó incremento del contenido de Mg2+ en mitocondrias que

carecen ó sobre-expresan Mrs2p, respectivamente (Bui y cols., 1999)

El gen LPE10 de levadura codifica una proteína mitocondrial Lpe10p homóloga a

Mrs2p. Lpe10p se inserta dentro de la membrana interna mitocondrial. En la mitocondria la

concentración de Mg2+ se incrementa cuando Lpe10p se sobre-expresa y se reduce cuando

Lpe10p está ausente (Gregan y cols., 2001).

Recientemente se reportó que el gen humano MRS2 que está localizado en el

cromosoma 6 codifica una proteína hsaMrs2p homóloga a las proteínas previamente

descritas en levadura Mrs2p y Lpe10p, hsaMrs2p es una proteína de 50 kDa que se localiza

en la mitocondria (Zsurca y cols., 2001). La expresión de hsaMrs2 en levaduras puede

restaurar parcialmente los niveles de Mg2+ en las mitocondrias de mutantes knock-out de

mrs2-1 (Zsurca y cols., 2001).

Poro de transición de la permeabilidad en la mitocondria de levadura.

Tanto las mitocondrias de mamífero como las mitocondrias de levadura contienen

un poro de transición de la permeabilidad, de tamaño semejante pero de regulación

diferente (Manon y cols., 1998). Mientras el PTP en mitocondrias de mamífero se cierra en

presencia de ciclosporina A y rojo de Rutenio y se abre en presencia de Ca2+ y Pi, en

mitocondrias de levadura tanto el Pi cierra el YMUC y la ciclosporina A no tiene efecto.

Las primeras investigaciones realizadas sobre la permeabilidad de la membrana

interna mitocondrial de levadura demostraron la existencia de un transporte electroneutro

de Pi, con requerimiento de Mg2+, el cual es inhibido por mersalil, es decir, un sistema muy

parecido al de mitocondrias de otras fuentes  (Chateaubodeau y cols., 1976).
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 En presencia de K+ 10 mM y en ausencia de Pi las mitocondrias aisladas de

levadura presentan hinchamiento mitocondrial, incremento irreversible en la respiración y

eventualmente daño estructural tanto de la membrana interna como de la membrana externa

(Velours y cols., 1977). Este fenómeno es prevenido por bajas concentraciones de Pi (0.5-1

mM) y/o altas concentraciones de otros aniones permeantes como: arsenato, acetato ó

propionato (Velours y cols., 1977).

 En una solución isosmótica de gluconato de K+ ó acetato de K+, las mitocondrias de

levadura presentan hinchamiento e incremento en la velocidad de consumo de oxígeno, por

lo que se propuso la existencia de un canal inespecífico capaz de transportar K+ y gluconato

(Guérin y cols., 1994). El hinchamiento mitocondrial es inhibido por Pi, mientras que la

adición de valinomicina acelera el hinchamiento (Roucou y cols., 1997b). Paralelamente a

estos resultados, se observó que la adición de K+ en ausencia de Pi genera un efecto

desacoplante entre la fuerza protón-motriz y la respiración mitocondrial. La adición de ATP

a mitocondrias de levadura abre el canal inespecífico; este canal presenta algunas

características diferentes dependiendo de la cepa de levadura estudiada (Prieto y cols.,

1995; 1996; Roucou y cols., 1997a). Un estudio de nuestro grupo, mostró que la velocidad

de la síntesis de ATP por estas mitocondrias es sólo parcialmente sensible a la depleción

del potencial transmembranal mediada por la adición de potasio en presencia de

concentraciones sub-milimolares de Pi; este resultado llevó a sugerir que en mitocondrias

de levadura existe un mecanismo alternativo para la transferencia de H+ desde la cadena

respiratoria hasta la F1F0-ATPasa (Castrejón y cols., 1997).

 En mitocondrias aisladas de Saccharomyces cerevisiae, se descubrió la existencia de

un canal capaz de transportar manitol a través de la membrana interna mitocondrial (Jung y
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cols., 1997). Utilizando polietilénglicol de diferentes PM, se estimó que el tamaño

promedio de las moléculas que pueden pasar a través del canal es de 1100 Da.

 Existen diferencias en cuanto a la modulación por Mg2+ sobre el hinchamiento

mitocondrial provocado por gluconato de K+ ó acetato de K+. Así, el hinchamiento

inducido por ATP en mitocondrias suspendidas en gluconato de K+ es inhibido

completamente por Mg2+, mientras que el hinchamiento inducido por ATP en mitocondrias

suspendidas en acetato de K+ no es inhibido por Mg2+; en ambas condiciones el

hinchamiento es sensible a Pi y a vanadato (Roucou y cols., 1997a). Se ha propuesto que el

Pi actúa por fuera de la mitocondria para inhibir el hinchamiento inducido por ATP (Guérin

y cols., 1994). Sin embargo existen datos contradictorios que indican que el sitio de acción

del Pi está de lado de la matriz ya que en presencia de mersalil (que es un inhibidor del

transporte de Pi) el Pi no tiene efecto (Cortés y cols., 2000). Además del Pi, recientemente

se ha establecido que el sulfato y el arsenato protegen a la mitocondria de levadura en

contra de los efectos del K+ en un proceso sensible a mersalil (Cortés y cols., 2000). Se ha

sugerido que estos aniones interactúan por lo menos en dos sitios diferentes de la matriz

mitocondrial: ya sea en el YMUC, donde el Pi previene los efectos del K+, o sobre la F1F0-

ATPasa, donde el sulafato y el arsenato inhiben la síntesis de ATP siguiendo una cinética

competitiva contra el Pi y no-competitiva contra el ADP (Cortés y cols., 2000).
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II. HIPOTESIS

 Si, el Mg2+ y el  K+ compiten por el mismo sistema de transporte y por los mismos

sitios de interacción en la mitocondria de levadura, entonces el Mg2+ debe modular el

transporte de K+ y los efectos del K+ sobre el metabolismo mitocondrial.
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III. OBJETIVOS

III.2 Objetivo General

Estudiar la modulación ejercida por el Mg2+ sobre el transporte de K+ y sobre los

efectos del K+ en el metabolismo mitocondrial de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

III.1 Objetivos Particulares

1.- Evaluar la regulación ejercida por el Mg2+ sobre el potencial de membrana, consumo de

oxígeno y síntesis de ATP de la mitocondria de levadura en ausencia y presencia de K+.

2.- Evaluar la regulación ejercida por el Mg2+ sobre el transporte de K+.
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IV. MATERIALES Y METODOS:

IV.1 Material biológico.

Se utilizó la levadura comercial de panificación Saccharomyces cerevisiae de la

marca “La Azteca S.A.”

IV.2 Reactivos.

El manitol, el MES (ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico), el HEPES (ácido N-(2-

hidroxietil) piperacina-N-(2-etanosulfónico), la albúmina sérica bovina, el ADP, sal de

sodio, el cloruro de magnesio, el FCCP (carbonil p-(triflurometoxi) fenilhidrazona), el

cloruro de calcio, el hidrosulfito de sodio, la TEA (trietanolamina), la glucosa, la emulsión

antiespumante, el DOC (ácido deoxicólico sal de sodio), el NADP sal de sodio, la

hexocinasa, el ATP sal disódica, la safranina-O, la rodamina 123, y el lactato de sodio

fueron adquiridos de Sigma Chem. Co., (St Louis MO. EUA). La glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa, fue adquirida de Worthington Biochemical Corporation (NJ, EUA). el

cloruro de potasio, el ácido fosfórico, la DMF (dimetilformamida), el sulfato cúprico, el

hidróxido de sodio, el fosfato monobásico de potasio, el sulfato de amonio, y el sulfato de

magnesio fueron adquiridos de J.T. Baker-México, S.A. El tartrato de sodio y potasio fue

comprado en Merck-México, S.A. La bacto peptona, y el extracto de levadura se

compraron a DIFCO Laboratorios, (Detroit, MI,. EUA). Todos los reactivos fueron de la

mejor calidad asequible comercialmente.
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IV.3 Cultivo de células.

Se sembraron 80 gramos de levadura en un litro de medio de cultivo rico (DeKloet y

cols., 1961), (Véase Anexo 1) incubándose a 30o C bajo aireación (3 litros/minuto) por 8

horas en un cuarto de temperatura constante. El cultivo se cosechó lavándose dos veces por

centrifugación a 5000 rpm por 5 minutos en una centrífuga Sorvall R5B en un rotor GSA.

La levadura cosechada se resuspendió en 1 l de agua desionizada y se ayunó bajo aireación

por 16 horas a 30 oC.

IV.4 Aislamiento de mitocondrias.

Las células se centrifugaron en agua destilada dos veces a 5000 rpm. por 5 minutos

en una centrífuga Sorvall R5B en un rotor GSA. Las levaduras se pesaron y se

resuspendieron a una relación de 1/3 (peso húmedo/volumen) en medio de extracción de

mitocondrias (manitol 0.6 M, albúmina sérica bovina 0.1%, MES 5 mM, pH 6.8 ajustando

con TEA). Una vez resuspendidas, las levaduras se homogenizaron empleando perlas de

vidrio de 0.5 mm de diámetro en un homogenizador Braun-Cell Melsungen (Alemania)

enfriado mediante un flujo de CO2 (Uribe y cols., 1992). Las levaduras se sometieron a un

pulso de agitación de 10 segundos. Finalmente las mitocondrias se aislaron por

centrifugación diferencial como se indica en el anexo 2 (Peña y cols., 1977).

IV.5 Determinación de proteína.

La concentración de proteína mitocondrial se determinó por triplicado mediante el

método de Biuret (Gornal y cols., 1949) a 540 nm en un espectrofotómetro Beckman DU-

50.

IV.6 Oximetría.
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El consumo de oxígeno se midió con un electrodo tipo Clark inmerso en una cámara

con agitación y temperatura regulada (Estabrook, 1967). El electrodo se conectó a un

oxímetro Ysi-5300 con graficador. La reacción se llevó a cabo a 30 oC en un volumen final

de 3 ml, en medio isotónico (manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA). Se

utilizó una concentración de mitocondrias de 0.3 mg/ml y se agregaron las concentraciones

indicadas en cada experimento de magnesio, fosfato y potasio, empleando etanol (10 µl/ml)

como sustrato respiratorio a menos que se indique lo contrario. Las mitocondrias se

agregaron a la mezcla de reacción, estableciendo el estado 4 de reposo de la respiración

mitocondrial. Después de un minuto de incubación se adicionó 80 mM ADP (sal disódica),

generando el estado 3 y se observó el trazo hasta que regresó al estado 4. Finalmente, se

adicionó 2 µM CCCP para generar el estado desacoplado.

IV.7 Determinación del potencial de membrana (∆Ψ).

El potencial de membrana se midió de acuerdo al método de Åkerman y Wikström

(1976), siguiendo los cambios de absorbancia de safranina-O a 511-533 nm en un

espectrofotómetro de doble longitud de onda SLM DW2000 en modo dual. La reacción se

llevó a cabo en medio isotónico (manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA)

con 10 µM safranina-O, usando una concentración final de 0.3 mg de proteína mitocondrial

por ml a temperatura ambiente en un volumen final de 2 ml.

IV.8 Síntesis de ATP.

Se midió en el mismo medio descrito en el párrafo anterior, pero en ausencia de

safranina, mediante un ensayo acoplado a la aparición de NADPH a través de las
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reacciones catalizadas por la hexocinasa y la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. Se usó un

espectrofotómetro de doble longitud de onda SLM DW2000 en modo dual a 340-390 nm

(Trautschold y cols., 1985). La hexocinasa liofilizada se resuspendió en agua desionizada a

una concentración de 13 mg/ml, mientras que la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

liofilizada, se resuspendió en una solución de citrato 5 mM pH 7.4 ajustado con TEA, a una

concentración final de 1000 U/ml. Ambas enzimas se adicionaron al medio de reacción en

alícuotas de 3 µl/ml. El volumen final fue de 2 ml; los experimentos se hicieron a

temperatura ambiente. La velocidad de reducción de NADP+ se calculó usando el

coeficiente de extinción del NADPH de 6.22 X 10-4 (M cm)-1.

IV.9 Hinchamiento mitocondrial.

Se determinó midiendo la disminución de absorbancia en un espectrofotómetro de

doble longitud de onda SLM DW2000 en modo split a 540 nm equipado con un agitador

magnético. La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente en un volumen final de 2 ml

en medio isotónico (manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA y 20 mM KCl)

con una concentración mitocondrial de 0.3 mg/ml. La reacción de hinchamiento se inició

coin la adición del sustrato respiratorio (normalmente etanol, 2 µl/ml).

IV.10 Captación de 86Rb+.

En el mismo medio de reacción utilizado en los otros experimentos, con 40 mM

RbCl y diferentes concentraciones de MgCl2 (0 a 8 mM), se midió la captación de 86Rb+

incubando las mitocondrias por 2 minutos a 30 °C bajo agitación. Para evitar la depleción

del oxígeno se adicionaron 2 µl por ml de H2O2 al 10%. El contenido mitocondrial de 86Rb+

se midió filtrando la suspensión de mitocondrias a través de un filtro de nitrocelulosa
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(Millipore) de 0.6 m de diámetro de poro. Cada filtro se lavó con medio isotónico

conteniendo 0.2 M de KCl y se colocó en un vial con líquido de centelleo. La radiactividad

se determinó en un contador de centelleo Beckman LS 6500 Multi-Purpose (Brown y

Cooper 1995) usando la ventana de fosfato. La concentración de 86Rb+ se determinó al

comparar las cpm con los datos obtenidos de estándares conteniendo concentraciones

conocidas de 86Rb+. Inicialmente, se mezcló 86Rb+ con RbCl2 para obtener 500 000 cpm por

µmol de Rb+.

V. RESULTADOS

V.1 El Magnesio modula los efectos del potasio sobre la respiración mitocondrial.

El Mg2+ funciona como cofactor de diversas enzimas y regula la actividad de

algunos caminos metabólicos (Romani, 1998). En mitocondrias de mamíferos, se ha

propuesto que el Mg2+ y el  K+ compiten por el mismo mecanismo de transporte y por ello

se decidió estudiar el ambos cationes sobre el metabolismo mitocondrial de la levadura.

El primer parámetro que se estudió fue el efecto del Mg2+ sobre la respiración

mitocondrial estimulada por K+. Inicialmente, se midió el consumo de oxígeno

mitocondrial a diferentes concentraciones de Mg2+ (Fig. 1). Se observó que en presencia de

Pi  4.0  mM  y  K+ 40 mM, el estado III disminuyó desde 350 natgO2/min/mg prot. en

ausencia de Mg2+ hasta 270 natgO2/min/mg prot. en presencia de Mg2+ 8.0 mM, es decir,

un 77% del control. El estado IV permaneció estable, con una velocidad de consumo de

oxígeno de 170 natgO2/min/mg prot. en ausencia de Mg2+ y de 180 natgO2/min/mg prot. en

presencia de Mg2+ 8.0 mM, acelerándose a 106% del control. El estado desacoplado
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aumentó desde 400 natgO2/min/mg prot. en ausencia de Mg2+ hasta 600 natgO2/min/mg

prot., o 150% del control, en presencia de Mg2+ 8.0 mM.

Los resultados indican que en presencia de Pi 4.0 mM y K+ 40 mM, el Mg2+ tuvo un

ligero efecto desacoplante donde el control respiratorio (C.R.) disminuyó como

consecuencia de una inhibición del consumo de oxígeno en el estado III y un aumento del

estado IV> El CR varió desde 2.06 en el control hasta 1.5 en presencia de 8 mM Mg2+. Por

otro lado, la velocidad del consumo de oxígeno en el estado desacoplado aumentó de 400

natgO2/min/mg prot. en ausencia de Mg2+ hasta 550 natgO2/min/mg prot en presencia de

Mg2+ 8.0 mM, es decir, la cadena respiratoria fue estimulada por el Mg2+.
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Fig. 1 Efecto de Mg2+ sobre el consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de
Saccharomyces cerevisiae en presencia de Pi 4.0 mM. La Mezcla de reacción contiene
manitol 0.6 M, K+ 40 mM, MES 5 mM, pH 6.8. Etanol (1 µl/ml), mitocondrias (0.3 mg/ml),
ADP (80 µM) y FCCP (6µM) a un volumen final de 3 ml, temperatura de 30oC. Estado IV, Å;
Estado III,£; Estado Desacopladoò. n = 3  D.S.
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Para evaluar la modulación por Mg2+ sobre el efecto desacoplante del K+ en

mitocondrias de levadura (Castrejón y cols., 1997; Chateaubodeau y cols., 1976; Velours y

cols., 1977), se midió el consumo de oxígeno en presencia de diferentes concentraciones de

Mg2+ y 0.4 mM Pi (Fig. 2). Inicialmente se utilizó etanol como sustrato. En ausencia de

Mg2+, la velocidad de consumo de Oxígeno tanto en estado IV como en estado III fue de

220 natgO2/min/mg prot. Indicando un desacop[lamiento mediado por el K+. Al adicionar

concentraciones crecientes de Mg2+, esta velocidad aumentó ligeramente para el edo III,

llegando a 240 natgO2/min/mg prot. en presencia de Mg2+ 8.0 mM mientras que el estado

IV disminuyó hasta 170 natgO2/min/mg prot. Con lo que se puede postular que la adición

de MgCl2 acopló a las mitocondrias ya que a medida que aumentó la concentración de

Mg2+ el control respiratorio aumentó. Con respecto al edo desacoplado, este mostró un

efecto extraño, pues a las concentraciones bajal de Mg2+ hasta 190 natgO2/min/mg prot. en

presencia de Mg2+ 2.0 mM y posteriormente aumentó hasta 250 natgO2/min/mg prot. en

presencia de Mg2+ 8.0 mM.
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Fig. 2 Efecto de Mg2+ sobre el consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de
Saccharomyces cerevisiae en presencia de Pi 0.4 mM. Mezcla de reacción: como en la fig. 1
excepto Pi 0.4 mM. Se agregaron las concentraciones de Mg2+ indicadas en la figura. Estado IV,
Å; Estado III, £; Estado Desacopladoò. n = 3 ± D.S.

Para explicar el efecto bifásico sobre el estado desacoplado, se postuló que en

presencia de Pi 0.4 mM probablemente se encuentre abierto el YMUC, y esto resulte en la

fuga de coenzimas, entre ellas el NADH. Por ello, se decidió adicionar NADH, y revertir el

sentido del flujo de esta coenzima (Figura 3). Se observó que aún cuando el estado

desacoplado disminuye en presencia de Mg2+ 0 a 2 mM, las velocidades nunca llegan a ser

tan bajas como en el estado IV. Adicionalmente, se observó que al aumentar la

concentración de Mg2+, disminuye la velocidad de consumo de oxígeno tanto en estado IV

como en estado III. El cociente respiratorio aumenta ligeramente entre las concentraciones

de Mg2+ de 0 a 0.5 mM y luego se mantiene constante.
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Fig. 3 Efecto de Mg2+ sobre el consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de
Saccharomyces cerevisiae en presencia de Pi 0.4 mM. Mezcla de reacción como en la figura
2 con la excepción del uso de NADH 1 mM como sustrato respiratorio, en lugar de etanol.
Estado IVÅ, Estado III£, Estado Desacoplado.ò n = 3 ± D.S.
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V.2 El Mg2+ modula los efectos del K+ sobre el potencial transmembranal de la

mitocondria.

Los resultados de oximetría sugieren que el Mg2+ tiene un ligero efecto desacoplante

en presencia de Pi 4.0 mM pero tiene un claro efecto acoplante en presencia de Pi 0.4 mM.

Para corroborar estos datos, se decidió evaluar el potencial transmembranal en estas

condiciones y en presencia de diferentes concentraciones de Mg2+. En presencia de Pi 4.0

mM  y  K+ 40 mM en ausencia de Mg2+ (Fig. 4), se obtuvo el máximo potencial de

membrana detectado, al que se asignó un valor  de 180 mV por ser el más alto valor

reportado en mitocondrias (Akerman y Wikstrom, 1976). Al  aumentar las concentraciones

de Mg2+ el potencial de membrana disminuyó muy ligera, pero repetitivamente. En

presencia de Mg2+ 1mM el potencial de membrana fue de 160 mV mientras que a Mg2+ 2

mM el potencial disminuyó hasta 150 mV. A Mg2+ 4mM el potencial fue de 130 mV y a

Mg2+ 8mM el potencial transmembranal alcanzó los 118 mV.

El potencial de membrana en presencia de Pi 0.4 mM y K+ 40 mM, pero en ausencia

de Mg2+, fue de 133 mV (Fig. 5). A las diferentes concentraciones de Mg2+ utilizadas, el

potencial transmembranal aumentó como sigue: en presencia de Mg2+ 1 mM el potencial

fue de 140 mV, con Mg2+ 2 mM el potencial aumentó hasta 145 mV, en presencia de Mg2+

4 mM el potencial fue de 150 mV y en presencia de Mg2+ 8.0 mM el potencial aumentó

hasta 163 mV. Es decir, el potencial de membrana se modificó en proporción al aumento de

Mg2+. Como se sugirió a partir de los experimentos de oximetría, a una concentración de Pi

suficiente para soportar un potencial de membrana elevado, el Mg2+ tiene un ligero efecto

desacoplante, mientras que a concentraciones de Pi submilimolares, donde la mitocondria

está desacoplada, el Mg2+ tiene un efecto acoplante.
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Fig. 4 Efecto de Mg2+ sobre el potencial de membrana (∆Ψ) en mitocondrias
aisladas de Saccharomyces cerevisiae, en presencia de Pi 4.0 mM. Mezcla de
reacción como se indica en la fig. 1, excepto  Safranina-O 10 µM. Volumen final 2
ml. Temperatura ambiente. n = 3 ± D.S.
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Fig. 5 Efecto de Mg2+ sobre el potencial de membrana (∆Ψ) en mitocondrias aisladas de
Saccharomyces cerevisiae en presencia de Pi 0.4 mM. Mezcla de reacción como en la figura
4, excepto Pi 0.4 mM. n = 3 ± D.S.



40

V.3 Efecto de Mg2+ sobre la síntesis de ATP.

En las mitocondrias de levadura incubadas en presencia de Pi 0.4 mM, se ha

observado que, aún cuando el K+ abate el potencial de membrana, se mantiene una

importante síntesis de ATP (Castrejón y cols., 1997). Para analizar este fenómeno, se

decidió determinar el efecto de Mg2+ sobre la síntesis de ATP. Se probaron diferentes

concentraciones de Mg2+ en presencia de Pi 0.4 mM y K+ 40 mM (Fig. 6) y se observó que

la velocidad de síntesis de ATP aumentó desde 50 nmol ATP/min/mg prot. en ausencia de

Mg2+, hasta 117 nmol ATP/min/mg prot. en presencia de Mg2+ 8.0 mM. Esto significa que

el aumento en la concentración de Mg2+ produjo un aumento hasta de 2.34 veces en la

velocidad de síntesis de ATP.



41

0 2 4 6 8
0

25

50

75

100

125

nm
ol

 A
TP

 ( 
m

g 
pr

ot
 m

in
 )-1

Concentración de Mg2+ ( mM )

Fig. 6 Efecto de Mg2+ sobre la síntesis de ATP en mitocondrias aisladas de Saccharomyces
cerevisiae en presencia de Pi 0.4 mM. Mezcla de reacción como se indica en la fig. 5 excepto
glucosa (20 mM), hexocinasa ( 162.5µg/ ml), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (2 unidades /
ml), NADP (140 µM). La reacción se inició con ADP (1 mM) a temperatura ambiente. n = 3 ±
D.S.
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En presencia de Pi 4 mM y K+ 40 mM, se observó que la velocidad de síntesis de

ATP aumentó desde 76 nmols ATP (mg prot.min)-1 en ausencia de Mg2+, hasta una

velocidad de 244 nmols ATP (mg prot.min)-1  en presencia de Mg2+ 0.2 mM y no varió al

aumentar la concentración de Mg2+ (Fig. 7).
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Fig. 7 Efecto de Mg2+ sobre la síntesis de ATP en mitocondrias aisladas de Saccharomyces
cerevisiae, en presencia de Pi 4.0 mM. Condiciones experimentales como en la figura 6,
excepto Pi 4.0 mM. n = 3 ± D.S.
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V.4 El Mg2+ evita el hinchamiento mitocondrial provocado por K+.

El volumen de la matriz mitocondrial varía en proporción a la concentración interna

de solutos; por ello, para cuantificar de manera indirecta la captación de iones y otras

moléculas se utiliza la determinación del hinchamiento mitocondrial. Se cuantificaron los

cambios en absorbencia a 550 nm de una suspensión mitocondrial (Beavis y cols., 1985;

Garlid y Beavis 1985). Cuando se midió el hinchamiento mitocondrial en presencia de Pi

0.4 mM, K+ 40mM, y en ausencia de Mg2+ (Fig. 8-A), se observó una disminución en la

absorbancia indicando la presencia de hinchamiento mitocondrial. Posteriormente,

conforme se incrementó la concentración de Mg2+ en el medio, los cambios de absorbancia

se hicieron más lentos y de menor magnitud. Como se esperaba a partir de datos previos

(Castrejón y cols., 1997), en presencia de Pi 4.0 mM no se observó hinchamiento

mitocondrial. En estas condiciones, el Mg2+ no tuvo efecto alguno (Fig 8-B).

La inhibición del hinchamiento mitocondrial sugiere que el Mg2+ inhibe la captación

de K+ por la mitocondria. De ser así, la inhibición que el Mg2+ ejerce sobre el

desacoplamiento provocado por el K+ podría explicarse. Además, estos efectos se observan

a concentraciones de Mg2+ que podrían considerarse como fisiológicas.
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A)

B)

Fig. 8 Efecto de Mg2+ sobre el hinchamiento de mitocondrias aisladas de Saccharomyces
cerevisiae en presencia tanto de Pi 0.4 mM como de Pi 4.0 mM. Mezcla de reacción como en
la fig. 1; sin ADP ó FCCP a temperatura ambiente en un volumen final de 2 ml. A) Pi 0.4 mM,
B) Pi 4 mM.
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V.5 El magnesio inhibe la captación mitocondrial de 86Rb+. Los efectos del K+

sobre el metabolismo mitocondrial son modulados por la presencia de Mg2+, el cual además

inhibe el hinchamiento mediado por K+. Todo esto parece indicar que el Mg2+ inhibe la

captación mitocondrial de K+. En mitocondrias de mamífero, el K+ ingresa a la mitocondria

por un uniportador, lo que abate el potencial transmembranal, y sale a través de un

antiportador, lo que depleta el gradiente de pH. Ambos efectos resultan en una baja fuerza

protón-motriz y poca o nula síntesis de ATP. Si el mecanismo de transporte mitocondrial de

K+ de la levadura es similar al descrito en mamíferos, entonces se explica que al inhibir el

transporte de K+, el Mg2+ acopla a la mitocondria. Por lo tanto, dada la importancia de

definir este parámetro, se decidió evaluar el aumento en la permeabilidad mitocondrial a

K+, midiendo la captación de 86Rb+ que es un análogo radiactivo del K+. Las mitocondrias

se incubaron en presencia de diferentes concentraciones de Mg2+ y se observaron sus

efectos sobre la captación de 86Rb+ a un tiempo fijo. Conforme aumentó la concentración de

Mg2+, disminuyó la captación de 86Rb+ (Fig. 9). Estos resultados concuerdan con los

obtenidos al medir hinchamiento mitocondrial bajo las mismas condiciones. En presencia

de Pi 0.4 mM el Mg2+ inhibió la captación de K+. En ausencia de Mg2+ se captaron 10 nmol

86Rb+/mg prot/2 min, mientras que en presencia de Mg2+ 2 mM o más, solamente se

captaron 4 nmol 86Rb+/mg prot/2 min. En presencia de Pi 4 mM, los efectos del Mg2+

fueron ligeramente más marcados, en ausencia del catión divalente se captaron 8 nmol

86Rb+/mg prot/2 min, en presencia de Mg2+ 2 mM se captaron solamente 2 nmol 86Rb+/mg

prot/2 min.
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Fig. 9 Efecto de Mg2+ sobre la captación mitocondrial de 86Rb+ en mitocondrias aisladas de
Saccharomyces cerevisiae en presencia de Pi 0.4 mM ó 4 mM y 86Rb+ 40 mM. Mezcla de
reacción manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8. Se agregaron diferentes concentraciones de Mg2+

como se indica en la figura, etanol (1 µl / ml), mitocondrias (3 mg / ml), 2 µl de H2O2 al 10%; a
un volumen final de 1 ml, temperatura de 30oC. a) Pi 0.4 mM, b) Pi 4 mM. n = 6 ± D.S.
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VI. DISCUSIÓN

En las mitocondrias aisladas de la levadura Saccharomyces cerevisiae, se observó

que el Mg2+ moduló los efectos del K+ sobre la fosforilación oxidativa. Se obtuvieron

efectos sobre el control respiratorio, el potencial de membrana y la síntesis de ATP. Esta

modulación fue diferente, dependiendo de la concentración de Pi.

A una concentración de Pi 0.4 mM el K+ tuvo efectos desacoplantes, los cuales

disminuyeron en proporción a la concentración de Mg2+ presente en el medio. Es decir, en

presencia de diferentes concentraciones de Mg2+, aumentó el CR, el potencial

transmembranal y la síntesis de ATP.

En contraste, al aumentar la concentración de Pi a 4 mM, el K+ ya no ejerció efectos

desacoplantes y el Mg2+ tuvo muy pocos efectos sobre el control respiratorio y sobre el

potencial transmembranal; solamente a las mayores concentraciones utilizadas se observó

un ligero efecto desacoplante. Además, la síntesis de ATP aumentó dramáticamente en

presencia de una concentración mínima de Mg2+, lo que obviamente se debe a su papel de

cofactor en la síntesis de ATP. Estos resultados sugirieron que el Mg2+ inhibe el transporte

de K+, lo que fue corroborado al observar inhibición del hinchamiento mitocondrial y de la

captación de 86Rb+ en presencia de diferentes concentraciones de Mg2+. El efecto del Pi ya

fue descrito en mitocondrias de levadura (Castrejón y cols., 1997, Guérin y cols., 1994), y

se propuso que el Pi interactúa con un canal inespecífico de la membrana interna

mitocondrial cerrándolo y acoplando a la mitocondria (Manon y cols., 1998, Cortés y cols.,

2000).

En apoyo a la existencia de una interacción Pi-Canal inespecífico se ha descrito,

mediante técnicas de patch clamp, que en mitoplastos de levadura existe un canal de 400
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psiemens que se cierra por Pi y que tiene una preferencia ligeramente aniónica de 3:1

(Ballarin y Sorgato 1995). Los efectos sinérgicos entre el Pi y el Mg2+ descritos aquí

sugieren que uno de los sitios donde el Mg2+ ejerce su modulación sobre los efectos del K+

es el canal inespecífico conocido como YMUC (Manon y cols., 1998). Al respecto, se sabe

que el Pi forma sales de Mg2+, y esta podría ser la sal que cierra al YMUC.

 La protección que confiere el Mg2+ a la mitocondria de levadura contra los efectos

del  K+ es menor que la protección conferida por el Pi. De cualquier manera se puede

observar que el potencial de membrana ya no se abate por K+ en presencia de Mg2+ (Fig. 4

y 5). Por lo tanto, además de un posible efecto sobre el poro inespecífico, se sugiere que la

interacción entre el Mg2+ y el transporte del K+ ocurre a nivel de canales específicos

similares a los propuestos originalmente en las mitocondrias de mamífero (Diwan y cols.,

1979).

 En presencia de Pi 0.4mM, el YMUC (canal inespecífico de la mitocondria de

levadura) se abre, por lo que en este caso se desenmascara el efecto protector del Mg2+. Es

probable que la interacción YMUC/Mg2+ resulte en una menor conductancia al K+. Por otra

parte, se ha postulado que el Mg2+ regula la entrada de aniones por el YMUC (Manon y

cols., 1998). Por lo tanto, el aumento en el control respiratorio y la recuperación del

potencial de membrana (Fig 2 y 5) refleja la regulación ejercida por el Mg2+ sobre el

YMUC.

 Con respecto al ligero desacoplamiento observado cuando el Mg2+ se agregó en

presencia de Pi 4.0 mM, es posible que la captación de Mg2+ resulte en la disminución de la

respiración mitocondrial y en la disminución del potencial de membrana (Fig. 1 y 4).

Existen otras evidencias implicadas en el desacoplamiento y disminución del potencial de

membrana como son: el daño a la estructura de la membrana mitocondrial (Ligeti y
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Horvath 1980) y el bloqueo de H+ por Mg2+ (Cadenas y Brand 2000), pero lo más probable

es que estos efectos se deban principalmente a la entrada de Mg2+ hacia la matriz

mitocondrial.

 Durante mucho tiempo se ha sabido que el Mg2+ es un cofactor importante de

diversas reacciones. Sín embargo, su importancia en la regulación del metabolismo

mitocondrial ha sido subestimada porque se consideraba que era poco móvil en la célula y

entonces su concentración permanecía constante. Por otro lado, las manifestaciones clínicas

por hipo-magnesemia son muchas y esto llevó a la búsqueda de las condiciones en que la

concentración celular de Mg2+ variaba (Romani y cols., 1991; 1993a; 1993b). Se observó

que la interacción de células aisladas con diversas hormonas resulta en salida de Mg2+ de la

célula.  Aunque estos movimientos son pequeños, el Mg2+ libre es solamente una pequeña

fracción de Mg2+ total. Como consecuencia, la salida de Mg2+ provoca grandes  cambios en

el Mg2+ libre lo cual resulta en importantes efectos sobre el metabolismo energético celular.

Entre las enzimas cuya actividad depende de la concentración de Mg2+, están la    -ceto-

glutarato deshidrogenasa y la F1F0-ATPasa (Romani y Scarpa, 1992).

En la Figura 10, mostramos un diagrama para ilustrar la posible participación del

Mg2+ en el metabolismo mitocondrial, apoyados en datos de la literatura y en los que fueron

obtenidos aquí. En ausencia de Mg2+, la membrana interna mitocondrial se encuentra en un

estado de alta conductancia al K+, (Fig 10-A).



50

Fig. 10-A Modelo que propone el efecto del potasio sobre el metabolismo oxidativo
mitocondrial. En ausencia de Mg2+, el K+ ingresa a la mitocondria por dos sistemas, el poro inespecífico (I) y
el uniportador de potasio (II).  Esto abate el componente eléctrico. Una vez acumulado el potasio, sale por el
intercambiador K+/H+ (III), lo que resulta en abatimiento del otro componente de la  fuerza protón-motriz que
es el gradiente de pH. Como resultado del abatimiento de la fuerza protón-motriz la síntesis de ATP se inhibe.
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Figura Fig. 10-B Modelo que muestra la modulación ejercida por el Mg2+ sobre el efecto del
potasio en el metabolismo oxidativo mitocondrial. En presencia de Mg2+, la captación de K+ por la
mitocondria es inhibida tanto a nivel del poro inespecífico (I) como del uniportador de potasio (II). Por lo
tanto, el ciclo fútil del K+ ya no se establece. Aunque el antiportador K+/H+ (III) no es inhibido directamente,
no tiene K+ que sacar. En consecuencia, la cadena respiratoria (IV) establece una alta fuerza protón-motriz y
la F1F0-ATPasa sintetiza ATP óptimamente. El fosfato también cierra el poro inespecífico (I).
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  En la mitocondria el K+ es transportado a través del YMUC (I) un canal para

K+ (II) y el antiportador K+/H+ (III). El transporte no regulado de K+ desacopla a la

mitocondria, eliminando el gradiente de protones producido por la cadena respiratoria (IV)

y evitando la síntesis de ATP por la F1F0-ATPasa (V). En contraste con la imagen anterior,

en presencia de Mg2+ (Fig 10-B) la conductancia al K+ de la membrana interna

mitocondrial disminuye. Este es un efecto del magnesio tanto sobre el YMUC (I) como

sobre el canal de captación de potasio (II) con lo que el ciclo fútil provocado por el

reciclamiento del K+ se interrumpe. El fosfato actúa cerrando el canal inespecífico (I)

(Castrejón y cols, 1997).  En consecuencia, la mitocondria es capaz de generar un alto

potencial transmembranal, gracias a una cadena respiratoria (IV) estimulada por Mg2+ y por

K+. Adicionalmente, la F1F0-ATPasa (V) es estimulada por la presencia de Mg2+ y ahora

encuentra el gradiente de protones necesario para llevar a cabo, la síntesis de ATP a

velocidades cercanas a la máxima.

 En resumen, nuestros datos indican que el Mg2+ modula los efectos desacoplantes

del K+ sobre la mitocondria de levadura. Los resultados de hinchamiento mitocondrial y de

captación de 86Rb+ sugieren que el mecanismo de modulación involucrado es la inhibición

del transporte de K+.
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VII. CONCLUSIONES

El Mg2+ regula los efectos del K+ sobre el metabolismo mitocondrial en mitocondrias

aisladas de Saccharomyces cerevisiae.

En presencia de concentraciones submilimolares de Pi, el Mg2+ previene el efecto

desacoplante del K+.

A concentraciones milimolares de Pi, el Mg2+ optimiza la velocidad de síntesis de ATP

aunque a mayores concentraciones tiene un ligero efecto desacoplante.

El mecanismo por el que el Mg2+ regula los efectos del K+, involucra la inhibición de la

captación de K+ por la mitocondria.
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Anexo 1

Composición del Medio de cultivo de levaduras (Kloett)

KH2PO4       2.0 g

(NH4)2SO4       6.0 g

MgSO4.7H2O       0.513 g

CaCl2.2H2O       0.382 g

Bacto peptona       5.0 g

Extracto de Levadura      2.5 g

Lactato de sodio al 50%     7.12 ml

Glucosa       40.0 g

Agua c. b. p        1.0  l

Esterilizar a 120oC por 15 minutos.


