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LISTA DE ABREVIATURAS

- ADP: adenosina-5’-difosfato.

- ATP: adenosina-5’-trifosfato.

- Bmax: niimero de receptores.

- BSA: albtimina sérica bovina.

- BTZ: benzotiazepinas.

- CCDV: canales de calcio dependientes de voltaje.

- CHAPS: 3-[(colamidopropil)-dimetilamonio]- 1 -propanosulfonato.

- DCCD: diciclohexilcarbodiimida.

- DHP: dihidropiridina.

- DHPr: receptor dihidropiridinico.

- DPA: difenilalquilaminas

- DMSO: dimetilsulfoxido.

- ECso: concentracion a la que se obtiene el 50% de la estimulacién mdxima.
- EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.

- EGTA: 4cido etilenglicol-bis(eter b-aminoetilo) N*, N’ N’ N’ tetraacético.
- ICsp: concentracidn a la que se obtiene el 50% de la inhibicién méxima.
- IMAC: canal aniénico de membrana mitocondrial interna.

- Kd: constante de disociacion.

- Kj: constante de inhibicidn.

- Km: constante de Michaelis.

- Pi: fosfato inorgédnico.

- PIPES: dcido 1,4-piperazinadietanosulfénico.

- RR: rojo rutenio.

- Tris: tris(hidroximetil)-aminometano.
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Introduccion 3

Gran parte de la capacidad de generar energia en muchas células reside en las
mitocondrias presentes en todas las células eucariotas aerobias. El nimero de
mitocondrias, que refleja la funcién fisiolégica del tejido y determina su capacidad para
llevar a cabo funciones metabélicas aerobias, es relativamente constante y caracteristico
para cualquier tipo de célula determinado, pero puede cambiar con el estado de
desarrollo o con la actividad funcional del tejido, pudiendo constituir una fraccién
relativamente elevada del voltimen citopldsmico.

Estas organelas estan localizadas generalmente en las proximidades de las
estructuras que necesitan ATP o se hallan cerca de una fuente de combustible de Ia que
dependen. Las mitocondrias se distribuyen de forma tipica en los diferentes tipos
celulares; por ejemplo, en células muy activas se disponen de forma mas o menos fija,
en hileras a lo largo de las miofibrillas, o bien adyacentes a las vacuolas lipidicas
citopldsmicas, que actian como fuente de combustible (Ernster y Schatz, 1981).

El tamano y forma de las mitocondrias también varfan segiin los tipos celulares
de los que proceden, siendo mds o menos esféricas en células de levadura, elipsoides
en c€lulas hepdticas, cilindricas en células renales, etc. No son estructuras rigidas, sino
que presentan gran plasticidad (experimentando cambios répidos en su forma y volumen
segtin el estado metabdlico de la célula) y movilidad, desplazdndose por el citoplasma,
de forma que aparecen a menudo asociadas a los microtibulos del citoesqueleto.

Las mitocondrias son las tnicas organelas celulares que presentan su propio
sistema genético y maquinaria para la sintesis de prbteinas. Sin embargo menos de un
10% de las proteinas mitocondriales son sintetizadas por el ADN mitocondrial. Todas
las proteinas de la membrana mitocondrial externa, espacio intermembranoso, matriz
y algunas de la membrana mitocondrial interna son sintetizadas por el genoma nuclear
y tan solo los componentes hidrofébicos de la cadena respiratoria mitocondrial son
codificadas por el ADN mitocondrial (Pfaner y Neupert, 1990; Hartl y Neupert, 1990).

Las mitocondrias estan limitadas por dos membranas constituidas por una bicapa
lipidica, que definen dos compartimentos mitocondriales separados; la matriz, espacio

delimitado por la membrana mitocondrial interna, y un espacio intermembranoso mas
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Introduccion 4

estrecho entre la membrana mitocondrial interna y la externa. Cada una de estas

regiones contiene diferentes proteinasadaptadas para desarrollar funciones especificas.

1.- ESTRUCTURA

A.- MEMBRANA MITOCONDRIAL EXTERNA.

Presenta una relacion lipido/proteina relativamente elevada y una relacién
superficie/volumen baja debido a la ausencia de invaginaciones (LaNoue y Schoolwerth,
1979). Entre las protefnas de membrana contiene porina (Freitag y col., 1982), que
forma grandes canales a través de la bicapa lipidica. Esta membrana es permeable a
iones y moléculas de menos de 5.000 daltons de peso molecular (Schoolwerth y
LaNoue, 1985). Entre las funciones principales de esta membrana destacan la oxidacién
de aminas aromdticas neuroactivas asociada al enzima monoamino oxidasa, sintesis de
cardiolipina y el transporte de proteinas codificadas por el ADN nuclear y sintetizadas

en el citoplasma (Rickwood y col., 1987).

B.- ESPACIO INTERMEMBRANOSO.

Debido a la impermeabilidad de la membrana mitocondrial interna, el espacio
intermembranoso es quimicamente semejante al citoplasma respecto a las pequefas
moléculas que contiene. En este espacio se mantiene el balance de los nucledtidos de
adenina mediante la actividad de los enzimas adenilato quinasa y nucleosidos mono y
difosfoquinasa, la transferencia de electrones del complejo III al IV de la cadena
respiratoria a través del citocromo ¢ (Darley-Usmar y col, 1987) y el procesamiento de

las proteinas procedentes del citoplasma (Tzagoloff y Myers, 1986).
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Introduccidn 5

C.- MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA.

La membrana mitocondrial interna estd plegada en numerosas crestas que
aumentan su superficie total y experimenta notables cambios de forma segin el estado
respiratorio de la mitocondria. El contenido lipidico en la membrana interna
(aproximadamente un 30%) es menor que en la externa. Los componentes lipidicos
mayoritarios son fosfatidilcolina (40%), fosfatidil-etanolamina (35%) y una proporcién
elevada de cardiolipina (superior al 10%) lo que posiblemente contribuye a hacerla muy
impermeable a los iones, propiedad que caracteriza a dicha membrana.

Un 70% de su contenido son proteinas, por lo que la relacién lipido/proteina de
la membrana mitocondrial interna es baja (LaNoue y Schoolwerth, 1979). Existen
diversas proteinas de transporte que le confieren una permeabilidad altamente selectiva
a pequenas moléculas (DePierre y Ernster, 1977). Entre el 20 y 25% de la protefna
total de la membrana interna estd constituida por proteinas enzimdticamente activas.

Los tres tipos principales de proteinas constituyentes de esta membrana son las
que catalizan las reacciones de oxidacién de la cadena respiratoria; el complejo
enzimdtico ATP sintetasa, que cataliza la sintesis de ATP en la matriz y protefnas de

transporte que regulan el paso bidireccional de metabolitos por la membrana.
D.- MATRIZ MITOCONDRIAL.

La matriz mitocondrial experimenta cambios en su organizacién durante las
variaciones de actividad respiratoria, de forma que al aumentar el nimero de crestas
mitocondriales, disminuye el volumen de la matriz, y viceversa.

Contiene una mezcla muy concentrada de cientos de enzimas diferentes,
incluidos los que metabolizan el piruvato y los dcidos grasos, los enzimas del ciclo de
los dcidos tricarboxilicos, enzimas de parte del ciclo de la urea, enzimas que protegen
contra la formacion de radicales superdxido, proteasas especificas para el procesamiento

de las proteinas sintetizadas en el citoplasma, DNA polimerasas, etc. (Srere, 1980).
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Introduccién 6

2.- TRANSPORTADORES DE MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA.

Han sido identificadas mds de doce proteinas transportadoras en la membrana
interna de mitocondrias de células animales (Halestrap, 1978; LaNoue y Schoolwerth,
1979; Schoolwerth y LaNoue, 1985). La actividad de los transportadores de la
membrana mitocondrial interna reflejan las necesidades metabélicas y requerimientos
energéticos en los diferentes tejidos.

Los sistemas de transporte mitocondriales, presentan cinéticas de saturacién y
muestran un grado marcado de especificidad por sus sustratos. Muchos son inhibidos
por toxinas naturales o andlogos sintéticos del sustrato y por reactivos especificos de
grupos sulfidrilos.

Los transportadores no son simples canales y en muchos de ellos, los protones
intervienen como co-sustratos de transporte, dependendiendo dictios transportadores del
gradiente de pH mitocondrial.

Estos sistemas de transporte se han clasificado segin su interaccién con el
gradiente electroquimico de protones, en:

1.- Transporte electroneutro compensado por protones. En este grupo se incluyen el
transportador de fosfato, glutamato, piruvato y el transportador de ornitina y
aminodcidos catiénicos.

2.- Intercambio electroneutro de aniones que incluye el intercambio de 4cidos di y
tricarboxilicos, tales como citrato, malato y «-cetoglutarato.

3.- Transporte electroneutro de metabolitos tales como carnitina, glutamina vy
aminodcidos neutros, en el cual no intervienen los protones.

4.- Transporte electrogénico: lanzaderas, malato-aspartato y glicerol-fosfato, y

transportador de nucleédtidos de adenina.
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Introduccién 7

3.- FUNCION DE LAS MITOCONDRIAS.

La funcién principal de las mitocondrias es generar la mayor parte del ATP
celular para impulsar las reacciones energéticamente desfavorables.

Los principales sustratos del metabolismo aerobio oxidativo mitocondrial son los
dcidos grasos y el piruvato. Ambos combustibles son transportados selectivamente desde
el citosol hacia la matriz mitocondrial, donde son transformados en acetil CoA.

Con la condensacién de acetil CoA y 4cido oxalacético para producir 4cido
citrico se inicia el Ciclo de los dcidos tricarboxilicos (CAT). Cada ciclo produce dos
moléculas de CO,, tres de NADH, una de FADH, y una molécula de ATP a partir de
GTP, mediante fosforilacién a nivel de sustrato. La contribucién mds importante de las
mitocondrias al metabolismo consiste en la extraccién de electrones de alta energfa de
los sustratos oxidados por NAD* y FAD. Dichos electrones, unidos a NADH vy
FADH,, pasan a la cadena respiratoria de la membrana mitocondrial interna y son
transferidos hasta el oxigeno molecular. La energia liberada en la transferencia de
electrones a lo largo de la cadena respiratoria, desde NADH y FADH, hasta el O, es
utilizada para bombear H* desde la matriz hasta el espacio intermembrana a través de
la membrana interna, creando un gradiente electroquimico de protones.

Una vez que los electrones alcanzan el final de la cadena respiratoria, las cargas
negativas creadas se neutralizan por la adicion final de los electrones a la molécula de
oxigeno, haciendo que los H* sean bombeados hacia la matriz mitocondrial a través del
enzima ATPasa-sintetasa impulsando la conversién de ADP y Pi en ATP mediante el
proceso denominado Fosforilacién oxidativa. La mayor parte del ATP celular es
sintetizado a partir de ADP en la matriz mitocondrial por la ATPasa de la membrana
mitocondrial interna (Hatefi, 1985).

Aproximadamente el 50% de las proteinas de la membrana mitocondrial interna
estan asociadas con el sistema enzimdtico que cataliza la fosforilacién oxidativa, que
funcionalmente estd compuesto por los siguientes complejos enzimdticos que

interaccionan entre si:
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- Complejo I: NADH:Ubiquinona oxidorreductasa.

- Complejo II: Succinato: ubiquinona oxidorreductasa.

- Complejo III: ubiquinona: ferrocitocromo oxidorreductasa.
- Complejo 1V: ferrocitocromo c: oxigeno oxidorreductasa.
- Complejo V: ATP sintetasa.

De los cinco complejos enzimdticos, los complejos LILII y IV junto con
ubiquinona y citocromo ¢ constituyen la cadena respiratoria. Los transportadores de
electrones de la cadena respiratoria son estructuras quindnicas (FMN, FAD,
ubiquinona) y complejos metdlicos de transicién con las estructuras quinénicas (centros
hierro-sulfurados, grupos hemo y proteinas que unen cobre).

Los complejos I, 1II y IV coinciden con tres regiones donde la energia oxidativa
se conserva por medio del acoplamiento de la translocacién vectorial de protones con
la creacion de un gradiente electroquimico de protones en la membrana, y la energia
protonica asi creada es utilizada para la sintesis de ATP.

El sistema de transporte de electrones es reversible hasta el nivel del citocromo
c. El paso final de Ia transferencia de electrones a nivel del citocromo a, al oxigeno es
irreversible desplazando el equilibrio del sistema hacia la sintesis de ATP. Mediante
aislamiento de los tres complejos anteriormente citados y su incorporacién en vesiculas
lipidicas, se demostr6 que la transferencia electronica a través de ellos estd acoplada a
la translocacién de protones (Wikstrom.y col., 1981; Hatefi, 1985).

El complejo V estd constituido por F,F, ATPasa. Es un complejo enzimético
reversible que cataliza la sintesis de ATP mediante fosforilacién oxidativa, utilizando
el gradiente de H* generado por las reacciones de oxidacién. Esta ATPasa de
membrana mitocondrial interna estd integrada por dos componentes estructural y
funcionalmente diferentes, F, y F,. El sector F; constituye la subunidad catalitica del
complejo, con uno o dos sitios cataliticos, y el sector transmembrana F,, compuesto por
proteinas hidrofébicas, constituye la via de transporte de H* hacia el interior

mitocondrial (Senior, 1988).
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En la sintesis de ATP estan implicados tres sitios cataliticos de la subunidad F,,
aunque todavia no existen datos convincentes sobre la necesidad e implicacion de estos
3 sitios (Cross, 1981; Gresser y col., 1982). Durante la sintesis de ATP, se requiere
energia para disminuir 1a elevada afinidad con que el ATP estd unido al primer sitio
catalitico y posterior liberacién del ATP a la matriz mitocondrial, que es generada por
el gradiente electroquimico de protones a través de la membrana mitocondrial interna

(Penefsky, 1985).

4.- PAPEL DEL CALCIO EN LAS MITOCONDRIAS.

La gran diferencia entre las concentraciones extra e intracelular de calcio, del
orden mM y subuM respectivamente, crea un gradiente electroquimico muy
pronunciado a través de Ia membrana plasmdtica de la célula, de forma que, ia entrada
de un ndmero relativamente pequenio de iones calcio (Ca’*) al interior celular,
incrementa de forma drdstica la concentracién intracelular del Ca**, iniciando, segiin
el sistema biolégico y la situacion funcional de la célula, una serie de acciones
fisioldgicas.

Debido a este gradiente electréquimico tan elevado existen por tanto en la célula
una serie de mecanismos para regular y modular la distribucién espacial y temporal de
las variaciones transitorias en la concentracion intracelular del Ca®*.

Este control es llevado a cabo por una serie de proteinas citosdlicas solubles que,
ademds, estdn implicadas en el procesamiento de la senal intracelular del Ca’*; por ello
se les denomina "proteinas moduladas por calcio" y entre ellas destacan la troponina C,
parvalbliimina y calmodulina.

Pero, principalmente, la regulacién y mantenimiento de la concentracién de Ca**
intracelular en el orden submicromolar, es llevado a cabo por una serie de proteinas
intrinsecas de membrana que transportan calcio. Estos sistemas se localizan en
membrana plasmdtica, reticulo endopldsmico/ sarcopldsmico, mitocondrias y también

en nicleo. Las diferencias entre estos sistemas de transporte son su afinidad por el
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calcio y capacidad de transporte (Carafoli, 1987; Rasmussen y Waisman, 1983).

Entre los organelas celulares que intervienen en la homeostasis del calcio, los
reticulos endopldsmico y sarcopldsmico son los mds importantes en la regulacion de
la homeostasis del calcio citosdlico en condiciones fisiologicas, siendo ademds la
principal reserva de calcio intracelular (Somlyo y col., 1985). Ambos. reticulos
presentan una Ca’*-ATPasa dependiente de Mg”* con alta afinidad por el Ca’* y
capacidad de transporte, acumulando 2 iones Ca?* simultineamente a la hidrélisis de
ATP (Fabiato, 1985).

En condiciones fisioldgicas, la importancia de la mitocondria como tampén del
calcio citosolico es menor que la del reticulo endopldsmico, debido a la baja afinidad
de las mitocondrias por el Ca> (Km entre 5 y 30 uM) (Richter y Kass, 1991) ya la
lenta velocidad de captacidn (Scarpa, 1976). Ademds, utilizando sondas sensibles al
calcio, se ha demostrado, mediante microscopia electrénica, que ¢l contenido total de
Ca’>* en mitocondrias es demasiado bajo para que actien como depdsitos de Ca?*
(Somlyo y col., 1985).

El estudio de los sistemas de transporte de calcio en mitocondrias puso de
manifiesto el papel del calcio mitocondrial como activador potente del metabolismo
oxidativo (Hansford, 1985; Denton y McCormack., 1990). Al aumentar la
concentracién de Ca’* mitocondrial en un intervalo de 0,1-10 uM, se produce la
activacién de varios enzimas dependientes de Ca’* intramitocondrial como las tres
deshidrogenasas claves en la regulacién del metabolismo oxidativo: Piruvato
deshidrogenasa (PDH), NAD-isocitrato deshidrogenasa (NAD-ICDH) y 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (OGDH) (McCormack, 1985; Hansford, 1991) .

Diversos estimulos hormonales actian sobre las células produciendo un aumento
de calcio citosélico y subsecuentemente una demanda de ATP. De los estudios
realizados con tejido cardfaco y hepdtico, parece razonable suponer que esta demanda
energética se satisface por el estimulo del metabolismo oxidativo producido por el
aumento de calcio mitocondrial (Crompton y col., 1983), ya que se ha demostrado que

el aumento de calcio citoplasmdtico, producido por dichas hormonas y por otros
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estimulos externos, da lugar a un rdpido aumento en la actividad de PDH y OGDH,
ciclo del 4cido citrico y consecuentemente, de la respiracion mitocondrial (McCormack
y col., 1990; Hansford, 1991). Dada la importancia de Ia funcién mitocondrial en el
control de la energia celular, recientemente ha sido estudiado el comportamiento de las
mitocondrias en células intactas, observandose que los cambios en la concentracién
intracelular de Ca>* ante estimulos fisioldgicos, da lugar paralelamente a cambios
significativos en la produccién de energia mitocondrial (Duchen, 1992; Rizzuto y col.,
1992).

5.- SISTEMAS DE TRANSPORTE DE CALCIO EN MITOCONDRIAS.

El sistema de transporte de Ca®* en la membrana mitocondrial interna tiene dos
rutas separadas. La captacién de Ca’* tiene lugar a través de un uniportador
electrogénico, como consecuencia del potencial eléctrico a través de la membrana
interna originado por la actividad de la cadena respiratoria (Rottenberg y Scarpa, 1974),
mientras que la salida de Ca’* intramitocondrial, en la mayorfa de los tejidos, ocurre
por un intercambio con Na®. As{ pues, el ciclo del Ca’* a través de la membrana

interna mitocondrial dependerd de la actividad de ambas rutas.

5.1.- UNIPORTADOR DE Ca’.

Al igual que en todas la funciones mitocondriales dependientes de energia, la
principal fuente utilizada para la acumulacién de Ca’* es la respiracién (Lehninger y
col., 1967).

En la hipdtesis quimiosmética de Mitchell se establecié que el transporte
electronico y la sintesis de ATP estan acoplados mediante un gradiente electroquimico
de H™ generado por un transporte activo de H* desde la membrana interna mitocondrial
al exterior que, a su vez genera una diferencia de potencial entre la membrana

mitocondrial y el citoplasma, negativo en el lado mitocondrial interno (-180 mV)
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(Mitchell, 1966). Esta diferencia de potencial constituye la fuerza protomotriz que
promueve el transporte de Ca’* desde el citoplasma hacia el interior mitocondrial
(Carafoli, 1982). La estequiometria del proceso de bombeo de H* al exterior
mitocondrial y entrada de Ca’* (2:1) corrobora que la captacién de calcio disipa la
diferencia de potencial generada por el bombeo de H* al exterior (Reynafarje y
Lehninger, 1977).

Existe una relacién lineal entre la velocidad de captacion de Ca’* y el potencial
de membrana mitocondrial, de forma que es necesario un cambio muy grande en el
potencial de la misma para modificar la actividad del uniportador (Akerman, 1978a;
Crompton y col., 1983).

Durante muchos aiios el papel de la mitocondria como orgdnulo controlador en
la homeostasis del Ca?* citopldsmico fue sobreestimada. Los estudios detallados de los
pardmetros cinéticos de captacion demostraron la baja afinidad del uniportador por el
Ca’*, que dependiendo de las condiciones experimentales y del tejido del que procedan,
presenta valores de Km alrededor de 10 uM, y en las condiciones experimentales mds
favorables la Vmax del proceso es de 0,6 pmoles de Ca’*/mg de proteina y por minuto
(Vercesi y col., 1978). Por otro lado, utilizando sondas sensibles al Ca’*, mediante
microscopia electronica, se comprobd que el contenido total de Ca’* en mitocondrias
es demasiado bajo para que actiien como depésitos de  Ca®* (Somlyo y col., 1985).

La capacidad de captacién y acumulacién de Ca’* aumenta en presencia de
fosfato inorgdnico (Pi) (Rossi y Lehninger, 1964; Fiskum y Lehninger, 1980) debido
a la formacion de un complejo insoluble de fosfato cdlcico en la matriz sin provocar
cambios estructurales y funcionales de las mitocondrias, incluso con niveles elevados
de carga de Pi y Ca’* (Carafoli, 1987).

El uniportador de calcio presenta especificidad por otros cationes divalentes
como Sr**, Ba’*, Mn’* y Mg?*. (Scarpa y Azzone, 1970; Bragadin y col., 1979;
Affolter y Carafoli, 1981). Como se resume en la tabla 1, la actividad del uniportador

de calcio es ampliamente modulada.
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La presencia de Mn** en el medio estimula la captacién de Ca** (Hughes y
Exton, 1983). Este efecto estimulador, se ve potenciado en presencia de
fosfato (2 mM) y Mg”* (3 mM) (Vinogradov y Scarpa 1973; Hughes y Exton, 1983).

La presencia de Sr** en el medio de incubacién de las mitocondrias presenta el
mismo efecto estimulador sobre la captacién de Ca>* que el Mn®* pero sin precisar la
presencia de Mg?* (Hughes y Exton, 1983).

El Mg** afecta a la cinetica del uniportador enlenteciendo la velocidad inicial
de captacion y transformando la cinética del proceso en sigmoidea (Akerman y col.,
1977; Bragadin y col., 1979; Akerman y Nicholls, 1983), fijando de esta forma, la
concentracién de Ca** extramitocondrial en la que se alcanza el equilibrio (del ciclo del
Ca’*) a niveles mucho mayores (Nicholls, 1978a).

La concentracién de Mg?* necesaria para observar su efecto inhibidor sobre el
uniportador varia en los diferentes tejidos, por lo que se especuld que las mitocondrias
de los distintos tejidos han adaptado su sistema de transporte de calcio a sus medios
intracelulares especificos (Favaron y Bernardi, 1985).

El uniportador de calcio es bloqueado por lantdnidos y rojo rutenio, un inhibidor
selectivo del uniportador (Moore, 1971). Tanto los lantdnidos como el rojo rutenio
inhiben la captacién de Ca’* a concentraciones muy bajas (del orden de 107 M),
actuando probablemente de forma directa sobre el uniportador de Ca** sin afectar ni a
la respiracién ni a la fosforilacién oxidativa mitocondrial (Pedersen y Coty, 1972; Reed
y Bygrave, 1974; Puskin y col., 1976).

La actividad del uniportador también es inhibida por anticuerpos
antiglicoproteinas (Panfili y col., 1976, 1981), por lo que se supuso la presencia de
restos glucidicos en el uniportador, 1o cual estd en corcondancia con la inhibicién
especifica del mismo por rojo rutenio.

Otros inhibidores de la captacion de Ca’*, pero que actian de forma indirecta,
son los agentes desacoplantes tales como 2,4-dinitrofenol y carbonil cianida p-trifluoro
metoxifenil- hidrazona, que aumentan la captacién de H* por la mitocondria y disipan

el gradiente de H*. Los inhibidores respiratorios antinomicina A y cianuro actdan a
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través del bloqueo del transporte electronico (Pedersen y Coty, 1972; Brinley y col.,
1978). Otros bloqueadores del transporte de calcio son compuestos mercuriales
organicos como mersalil, y p-mercuriobenzoato que inhiben todos los procesos
dependientes de Pi localizados en la membrana mitocondrial interna o en la matriz
mitocondrial (Pedersen y Coty, 1972).

Entre los antagonistas del calcio, existen pocos datos a nivel de su accién sobre
el uniportador, asi por ejemplo, los derivados dihidropiridinicos, nitrendipina y
nimodipina, inhiben Ja captacién a concentraciones elevadas, en el orden uM (Buss y
col., 1988). Sin embargo, el agonista BayK 8644, parece ser que ejerce un efecto
activador sobre la captacién de Ca?* y que este efecto no es directo sobre el uniportador
sino que mas bien estd relacionado con un aumento global en la acumulacién de Ca®*
debido a un cambio en el balance entre la entrada y eflujo de Ca’>* en la mitocondria
(Baydoun y col., 1990).

Entre los demds antagonistas del Ca’*, el bepridil, del grupo de las
arilalquilaminas, inhibe a concentraciones elevadas la captacién de Ca** probablemente
debido a que, a dichas concentraciones, el bepridil estimula la actividad ATPasa y
desacopla la fosforilacion oxidativa del transporte electrénico (Matlib, 1985).

I[gualmente, otros antagonistas del Ca** como verapamil y diltiazem inhiben la
captacién de Ca** en un orden de concentracién atin mds elevado del que lo hacen los
derivados dihidropiridinicos (Buss y col., 1988).

También ha sido observado, que el sistema de captacion de Ca®* mitocondrial
estd sujeto a regulacidon hormonal mediante un mecanismo atn desconocido
(McCormack y col., 1990) asi, los agonistas «-adrenérgicos estimulan la actividad del
uniportador de Ca®* en mitocondrias hepdticas y cardiacas (Crompton y col., 1983).

Recientemente ha sido descrito el efecto activador sobre el uniportador de
poliaminas tales como espermina o espermidina (Jensen y col., 1989) y de antibidticos

aminoglucésidos (Kroner, 1990).
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TABLA 1.- MODULACION DEL UNIPORTADOR DE Ca?*.

EFECTO REFERENCIA
ACCION DIRECTA
- Cationes divalentes:
Mn?* estimulacién l
St estimulacién 1
Mg** Inhibicién 2
- Rojo rutenio Inhibicién 3
- Lantano Inhibicién 3,4
- Anticuerpos de
glicoproteinas Inhibicién 5
- Aminoglucésidos Estimulacién 6
- Poliaminas Estimulacién 7
ACCION INDIRECTA
- Desacoplantes Inhibicién 3,8
- Inhibidores respiratorios Inhibicién 3,6
- Inhibidores del Pi Inhibicién 3
- Fdrmacos inhibidores:
Bepridil ICq, = 93 uM 9
Nitrendipina ICy = 216 uM 10
Nimodipina ICq = 194 uM 10
Verapamil ICq = 763 uM 10
Diltiazem ICy, = 1030 uM 10
- Fdrmacos estimuladores:
BayK 8644 ECy = 18,9 uM 11
Agonistas « adrenergicos 12,13

1) Hughes y Exton, 1983; 2) Akerman y col., 1977; 3) Pedersen y Coty, 1972; 4) Puskin y col., 1976:
5) Panfili y col., 1976; 6) Kréner, 1990; 7) Jensen y col., 1989; 8) Brinley y col., 1978; 9) Matlib,
1985; 10) Buss y col., 1988; 11) Baydoun y col., 1990; 12) Kessar y Crompton, 1981:
13) Crompton y col.,1983.
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5.2.- SALIDA DE CALCIO MITOCONDRIAL.

La mitocondria no puede retener cantidades ilimitadas de Ca’* y, para evitar la
calcificacion de la misma, la velocidad de salida del Ca’* debe ser comparable a la de
captacion. Hechos tales como que el proceso de captacién sea electrogénico; que la
actividad del gradiente sea menor que el predicho por la ecuacién de Nernst y que el
potencial de membrana es estable bajo condiciones fisioldgicas, condujeron a la
conclusién de la existencia de rutas distintas para la captacién y salida de Ca®*
intramitocondrial, operando esta ultima de forma independiente del potencial de
membrana. Han sido descritos dos sistemas de eflujo de Ca®*, uno estimulado por Na*
y otro independiente de éste.

En 1969 se tuvo la pri';nera evidencia sobre la capacidad del Na* para disminuir
la acumulacién del Ca** en mitocondrias procedentes de tejido muscular (Dransfield y
col., 1969). Posteriormente se demostré que el efecto del Na* (y también Li*) era
estimular la salida del Ca** preacumulado por las mitocondrias (Carafoli y col., 1974).
Este fenémeno se atribuyé a la existencia de una ruta de salida de Ca’*
intramitocondrial distinta de la ruta de entrada, el transportador Na*/Ca?* (Crompton
y col, 1976a).

La capacidad del Na* en inducir el eflujo de Ca®* plante6 la duda de si tal eflujo
provocaria movimientos de Na*, por lo que Crompton y col. (1976a) estudiaron los
movimientos de Na* a través de las membranas mitocondriales. Observaron que, al
incubar las mitocondrias con Na* en ausencia de Ca’*, el Na* se acumulaba en la
matriz y, tras estimular la respiracién mitocondrial, salia de la mitocondria para ser
recaptado de nuevo. Sin embargo, si se preincubaban las mitocondrias con Ca** y se |
estimulaba la respiracion, tras afiadir Na* el movimiento de éste era hacia el interior
mitocondrial y proporcional a la concentracién de Ca’* afadido.

La entrada de Na* al interior mitocondrial en intercambio con H* fue propuesta
en el afo 1967 en mitocondrias de higado, y atribuida a la existencia de un intercambio

Na*/H* (Mitchell y Moyle, 1967). La existencia de este sistema de intercambio en

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Introduccion 17

mitocondrias de corazén podria explicar la dependencia de energia para la salida de Na*
intramitocondrial observada por Crompton y col.(1976a), ya que la respiracidn crea un
gradiente de pH a través de la membrana interna, alcalino en el interior, por lo que
podria ser establecido el intercambio entre Na* hacia el exterior mitocondrial y H*

hacia el interior.

5.2.1. Intercambio Na*/Ca’*.

En un principio se pensé que la capacidad del Na* de inducir el eflujo del Ca?*
intramitocondrial era mediante la modulacién del intercambio de Ca’* por H*. Asi
pues, el intercambio global de 2H* por Ca’* durante el estimulo de Na* era secuencial
en el que intervendrian el intercambio Na*/Ca’* y el Na*/H*.

Un segundo modelo hipotético sobre el papel del Na*, inclufa a éste como
sustrato del intercambio (Crompton y col., 1976a), implicando también al intercambio

Na*/H™, integrdndolo en el circuito quimiosmdtico de H*:

(+) A Ca* A Na* A H~*
" 2) 3) 4

H* Cu™* Na*

(1) bombeo de H* por respiracion mitocondrial

(2) uniportador de Ca™; (3) Na*/Ca™; (4) Na'/H".

El movimiento de Na*, Ca’>* y H* a través de la membrana mitocondrial interna
da lugar al desacoplamiento entre la respiracién y la fosforilacién oxidativa.
Segiin el modelo de intercambio, el eflujo de Ca2* intramitocondrial en contra

del gradiente electroquimico del Ca’* se produce gracias al gradiente del Na* creado
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a través de la membrana mitocondrial interna y mantenido por el intercambio Na*/H*
(Crompton y Heid, 1978). La fuerza motriz para el intercambio es proporcionada por
la diferencia entre el gradiente electroquimico de ambos cationes, Na* y Ca’*, con una
estequiometriade n Na*: Ca** (Crompton, 1985) siendo necesaria la energia procedente
de la respiracion mitocondrial para la actividad del transportador Na*/Ca®>* (Crompton
y col., 1976a). Este modelo, en el que se incluye al Na* como sustrato de intercambio,
ha servido de base para los estudios del intercambiador Na*/Ca’*.

Inicialmente se pensé que el transportador Na*/Ca’* estaba presente tnicamente
en tejidos excitables (Crompton y col., 1978), pero posteriormente se demostrd su
presencia en tejidos no excitables como higado o rifidn, aunque en estos tejidos la
capacidad del transportador es escasa por o que presenta poca importancia funcional
(Haworth y col., 1980).

Las mitocondrias procedentes de corazén y corteza adrenal son las que presentan
1a mayor actividad del transportador (Crompton y col., 1976a; 1978; Nicholls, 1978b).
La eficacia del intercambio es intermedia en mitocondrias aisladas a partir de tejido
adiposo, gldndulas parotoideas y misculo esquelético, mientras que es relativamente
baja en higado, rindén y musculo ileo (Crompton y col., 1978; Nedergaard y Cannon,
1980; Haworth y col., 1980; Hefron y Harris, 1981).

El estudio y caracterizacion de este sistema ha sido realizado principalmente en
mitocondrias de tejido cardiaco, donde la salida de Ca** independiente de Na* es muy
lenta, representando tan solo un 2% del eflujo estimulado por Na* en condiciones
fisioldgicas (Hayat y Crompton, [982; Crompton y col., 1978).

El papel fisioldgico del transportador Na*/Ca®* en mediar la salida de Ca®*
intramitocondrial viene determinado por sus constantes cinéticas. La afinidad del
intercambiador por sus sustratos Na* externo y Ca** interno podria determinar el papel
del intercambio Na*/Ca** en mantener reducida la concentracion de Ca’* en la matriz
durante el ciclo del Ca®* mitocondrial.

La velocidad de salida de Ca®* estimulada por Na* extramitocondrial, presenta

una dependencia sigmoidal de la concentracion de Na*, lo que podria reflejar la
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participacion de mds de un catién Na™ en el proceso (Crompton y col., 1976b; Hayat
y Crompton 1982).

El comportamiento cinético observado in vitro por varios autores, se
correlaciona con modelos en los que se observa cooperatividad positiva, con un
coeficiente de Hill entre 2 y 3. Comparando con la estequiometria 3 Na*:1 Ca’* del
intercambio Na*:Ca’* de sarcolema (Pitts, 1979; Reeves y Sutko, 1980), es posible que
la estequiometria sea mayor de 2, e incluso 3 y, por lo tanto, que el transportador se
comporte de modo electrogénico (Hayat y Crompton, 1982; Crompton y col., 1976b,
Crompton, 1985). Sin embargo, el valor empirico de n no puede usarse para diagnosticar
la estequiometria del proceso puesto que ademds de no dar informacién sobre el nimero
de iones Ca** intercambiados, la sigmoidicidad del intercambio puede ser influida por
el procedimiento de purificacién de las mitocondrias y condiciones de ensayo del
intercambiador (Wolkowicz y col., 1983).

La concentracién citoplasmica del i6n Na* estd dentro del intervalo Gptimo para
activar la salida de Ca®>* intramitocondrial, de forma que la concentracién necesaria de
Na™ para estimular el intercambio Na*/Ca’* no perjudica la transduccién de energia
mitocondrial, ni la integridad de su estructura, incluso a concentraciones elevadas de
Na* (20-120 mM) (Crompton 1985).

Este transportador actia de modo asimétrico en la mitocondria, presentando
mayor afinidad por el Na* externo y Ca’* interrio que sobre Na* interno y Ca’*
externo (Hayat y Crompton, 1982). Relacionando el intercambio Na*/Ca** mitocondrial
con el existente en membrana plasmética, Crompton (1985) postulé que el ATP
matricial podria ser el responsable de esta asimetria, al igual que ocurre con el
transportador de membrana plasmadtica, donde el ATP intracelular aumenta la afinidad
del transportador por el calcio intracelular. Sin embargo, todavia no existe evidencia
del papel del ATP matricial, pero podria ser el responsable de la mayor afinidad del
intercambiador por el Ca®* intramitocondrial.

La actividad del intercambiador es sensible al Ca’* extramitocondrial. Estudios

in vitro sobre la actividad del transportador revelaron la existencia de sitios reguladores
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localizados en la superficie externa de la membrana mitocondrial interna para el Ca®*,
distintos de los sitios de unién del calcio como sustrato de transporte a través de la
membrana. Asf pues, existe una relacién competitiva entre Na* y Ca>* externos por su
unién al transportador como sustratos de intercambio, mientras que la unién de Ca?*
al sitio regulador no es competitiva con respecto al Na*, disminuyendo la Vmax del
intercambio en un 70%. Ademds, la actividad del intercambio Na*/Ca?* es estimulada
alostericamente por K*, mientras que dicho catién carece de efecto sobre la inhibicién
del intercambio por Ca** externo (Hayat y Crompton, 1982).

La actividad del transportador Na*/Ca®** es muy sensible a la concentracidn de
H™ en la matriz mitocondrial, de forma que cualquier cambio en el pH interno, puede
contribuir a la regulacién de los niveles de Ca%* intramitocondriales (Baysal y col.,
1991).

La inhibicién del intercambio Na*/Ca’* también se produce por lantdnidos,
siendo el transportador menos sensible que el uniportador (Crompton y Heid, 1978;
Crompton y col., 1979).

El estudio sobre la modulacién del intercambio Na*/Ca’* ha estado muy
limitado debido a la inexistencia de inhibidores selectivos del intercambiador. Los datos
mas recientes sobre la modulacién del intercambiador implican a firmacos agonistas o
antagonistas del calcio, pero hasta ahora éstos son escasos e incluso algunos de ellos
contradictorios (tabla 2).

Entre los antagonistas del calcio, diltiazem, prenilamina, verapamil y nifedipina
inhiben el eflujo de Ca** estimulado por Na* con valores de ICq, en el orden uM. Estos
actian de forma selectiva sobre el intercambiador, sin afectar ni a la fosforilacién
oxidativa, ni al eflujo de Ca** estimulado por ionéforos ni al uniportador (Vaghy y col.,
1982). De los fairmacos mencionados, el mds potente parece ser el diltiazem, que actlia
de modo estereoespecifico. También ciertas benzodiazepinas (Clonazepan y Diazepan)
inhiben el intercambio Na*/Ca’* con valores de ICs, en el orden uM (Matlib y col.,
1983; Chiesi y col., 1988).
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TABLA 2.- MODULACION INTERCAMBIO Na*/Ca**.

EFECTO REFERENCIA

INHIBICION

- [Ca™*] citopldsmico 1

- Ladt 2

- pH matricial > 7,5 3

- Fdrmacos:
Diltiazem (IC = 7 uM) 4,5
Verapamil (IC = 150 uM) 4
Prenilamina (ICy = 12 uM) 4
Clonazepan (1Cq = 6 uM) 5
Diazepan (ICs = 40 uM) 5
Nifedipina (ICs = 66 uM) 4
Nimodipina (ICs = 98 uM) 6
Nitrendipina (ICy = 28 uM) 6
Bepridil (ICs = 11 uM) 7

ESTIMULACION

-K* {

- Fdrmacos
Bay K 8644 8
Nitrendipina (ECy = 57 uM) 8
Agonistas B adrenérgicos 9

1)Hayat y Crompton, 1982; 2)Crompton y col., 1979; 3)Baysal y col.,1991; 4)Vaghy y col., 1982;
5)Matlib y col., 1983; 6)Buss y col., 1988; 7)Matlib 1985; 8)Baydoun y col., 1990; 9)Goldstone y

Crompton, 1982.
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Resultados posteriores sobre la accién de antagonistas del Ca?* demostraron el
efecto inhibidor de los derivados dihidropiridinicos nitrendipina y nimodipina, con
valores de ICs, también en el orden uM. Sin embargo, no observaron efecto de
verapamil sobre el intercambio (Buss y col., 1988).

Posteriormente, los resultados de Baydoun y col. (1990) sugirieron un efecto
activador de nitrendipina sobre el intercambiador Na*/Ca’* mientras que para el
agonista Bay K 8644 fue descrito un efecto inhibidor.

Por dltimo, el bepridil, derivado de arilalquilaminas, posee también un efecto
inhibidor a concentraciones inferiores a las necesarias para inhibir la captacion, por lo
que también se supone que actua directamente sobre el intercambiador (Matlib, 1985).

Al estudiar los movimientos de Ca>* en mitocondrias procedentes de higado, en
presencia de agonistas B adrenérgicos, se observé una estimulacién sobre el eflujo de
Ca’* en presencia de Na* mientras que no se observaba variacidn sobre el eflujo
independiente de Na*. Estos estudios supusieron ademds una prueba adicional de que
el intercambio Na*/Ca** y el eflujo de Ca®* independiente de Na* son rutas distintas

(Goldstone y Crompton, 1982).
5.2.2. Salida de Ca** independiente de Na*.

Las mitocondrias que poseen una actividad del transportador Na*/Ca2* muy
baja, presentan un sistema de eflujo de Ca’* independiente de Na* cuantitativamente
importante. Por ello el estudio de este sistema de eflujo de Ca?* ha sido realizado
principalmente en higado, y otros tejidos similares, debido a la escasa sensibilidad de
las mitocondrias al Na* externo para producir salida de Ca?*.

En un principio se pensé que este sistema se trataba de un intercambio
electroneutro entre Ca®* y H* con una estequiometria de 1:2 (Lehninger y col., 1978;
Akerman, 1978b; Fiskum y Lehninger, 1979). Posteriormente se demostré que esta
estequiometria sélo se observaba a pH préximo al fisioldgico, y que la fuerza

conductora del intercambio no era el gradiente de pH a través de la membrana
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mitocondrial interna (Gunter y col., 1983).

Ante la ausencia de inhibidores especiticos de este hipotético transportador, y
la ineficacia del La*™ (Crompton y col., 1979), se postuld que el eflujo de Ca**
independiente de Na* no era mediado por un transportador.

Esta hipdtesis fue defendida por quienes observaron que la intolerancia de las
mitocondrias a la sobrecarga de Ca’*, da lugar con el tiempo, a un cambio en las
propiedades de permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, llegando a ser
permeables a solutos de bajo peso molecular, produciendose el desacoplamiento,
hinchamiento y pérdida de constituyentes de la matriz de bajo peso molecular ademads
de la disipacion del potencial de membrana. También se observé que una gran variedad
de agentes potencian o disminuyen la sensibilidad de la matriz al Ca?* (Beatrice y col.,
1980).

Los cambios en la permeabilidad de la membrana se relacionaron con la accién
de fosfolipasa A, dependiente de Ca®* implicada en el ciclo de acilacién/desacilacién
de los fosfolipidos de membrana (Beatrice y col, 1982).

Sin embargo no existe evidencia directa que indique que la salida de Ca* ocurra
por la permeabilidad de la membrana interna, en adicién es posible evitar el dafio en
la integridad de la mitocondrias in vitro, por ejemplo con agentes quelantes del Ca**
como EGTA (Fiskum y Lehninger, 1979) y ademds se demostré que en presencia de
rojo rutenio las mitocondrias permanecian impermeables y acopladas (Nicholls, 1978b).

Asl pues, fue razonable pensar en la mediacion de un transportador cuya funcién

principal posiblemente no sea el transporte de Ca’* (Crompton, 1985).
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6.- CICLO DEL CALCIO MITOCONDRIAL.

Nicholls propuso una regulacion cinética del ciclo del Ca?* tratando de integrar
los diferentes movimientos de Ca®* (Nicholls, 1981). Para ello se basé en la suma
algebraica de la tasa de salida de calcio inducida por sodio (hasta concentraciones
relativas de Ca’* en la matriz de 60 uM), y la entrada de calcio a través del
uniportador, que depende de la concentracién de calcio citos6lico. De sus cdlculos se
deduce que para una concentracién de Ca’* citosdlica en el orden de | M, el balance
de entrada y salida seria neutro, mientras que, para concentraciones de calcio citosélico
mayores predominaria la ruta de entrada, y por el contrario, a concentraciones de calcio
citosélico menores, predominaria la ruta de salidad de calcio, volviendo las
concentraciones de este i6n a su punto de origen.

El ciclo del caicio modula la concentracién del Ca?* en la matriz mitocondrial,

controlando de manera muy precisa la actividad de las deshidrogenasas claves del
metabolismo mitocondrial que, a su vez controlan la actividad respiratoria mitocondrial

y por tanto la produccién de ATP mediante la fosforilacion oxidativa.
7.- DIHIDROPIRIDINAS.

Desde mediados de la década de los 60 se sabia que ciertos formacos posefan
unos efectos peculiares sobre el acoplamiento excitacién-contraccién en corazén y
miisculo liso, ya que se comportaban como si en el medio no hubiese calcio y sus
efectos inhibitorios se neutralizaban al aumentar la concentracién extracelular del
mismo. A partir de entonces se sintetizaron nuevos farmacos con efectos similares,
existiendo actualmente un grupo heterogéneo con la caracteristica comtn de inhibir los
efectos del Ca’* en diversos Organos y sistemas. Actualmente estd demostrado y
admitido que el efecto de todos estos farmacos se produce mediante la inhibicién de la
corriente de Ca’* a través de los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV),

denomindndose a estos farmacos antagonistas o bloqueadores del Ca’* (Rampe y col.,
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1985; Nowicky y col., 1985).

Las dihidropiridinas (DHP), difenilalquilaminas (DPA) y benzotiazepinas (BTZ)
son selectivas de los CCDV, por lo que han sido ampliamente utilizados en el estudio
de las propiedades farmacoldgicas y funcionales de los CCDV en tejidos neuronales y
no neuronales. Se ha demostrado que el grupo de los derivados DHP son los mas
potentes y eficaces en todos los modelos estudiados (Advenier y col., 1984; Spedding,
1985; Flaim y col., 1985; Gandia y col., 1987).

Mediante estudios de fijacién de radioligandos se describié la presencia de un
sitio de unidn especifico de alta atinidad para DHP ubicado en la membrana plasmdtica
y asociado a los CCDV en los diversos tejidos estudiados, tanto en tejidos musculares
(Ferry y Glossmann, 1982) como neurosecretores (Ballesta, 1990).

Recientemente se ha demostrado que las DHP, ademds de su interaccién con el
canal de calcio tipo L, también interaccionan con otros receptores presentes en
diferentes organelas celulares (tabla 3) aunque a concentraciones mucho mayores.

Los estudios de fijacién de [*"H]DHP han permitido identificar en varios tejidos,
ademads del sitio de alta afinidad, un segundo sitio de baja afinidad no caracterizado
farmacoldgicamente en diferentes drganos y tejidos como corazén (Sarmiento y col.,
1987), cerebro (Janis y col., 1984) y células PC12 (Kunze y col., 1987). En un
principio se pensd que este nuevo sitio de fijacién era el candidato ideal para mediar
los efectos de nitrendipina que no podfan ser explicados tnicamente por su interaccién
con los canales de calcio tipo-L (Zernig y col., 1&)88).

Recientemente, utilizando [*H]nitrendipina como ligando, estos sitios de baja
atinidad han sido caracterizados y localizados en mitocondrias de corazén (Brush y col.,
1987); higado, rifion (Zernig y Glossmann, 1988) y médula adrenal (Ballesta y col.,
1990).

En la mayoria de los sitios intracelulares de interaccién con DHP, esta accién
ha sido estudiada solo mediante experiencias funcionales o estudios de fijacién de
radioligandos, por lo tanto es necesaria la correlacién entre ambos tipos de estudios

para una perfecta caracterizacion.
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TABLA 3.- EFECTO DE DIHIDROPIRIDINAS SOBRE ESTRUCTURAS DIFERENTES A LOS

CCDV.
ESTRUCTURA EFECTO REFER'ENCIA
- Calmodulina Inhibicidn 1,2
- Fosfodiesterasa de AMPc
(dependiente de calmodulina) Inhibicién 3-5
- ATPasa Na*/K* Activacidn 6
- Ca®*-ATPasa Activacion 7
- Glucoproteina P Marcaje con
(de resistencia a farmacos) [*H]azidopina 8

- Intercambio Na*/Ca®*

mitocondrial Inhibicton 9
- Receptor BTZ Inhibicién fijacion
periférico (mitocondrial) de radioligandos 10

- Transportador de

nucledtidos Inhibicién 11

1) Bostron y col., 1981; 2) Zimmer y Hofmann, 1987; 3) Epstein y col., 1982; 4) Norman y col., 1983;
5) Schaechtele y col., 1987; 6) Pan y Janis, 1984; 7) David-Dufitho y col., 1984; 8) Safa y col., 1987;
9) Vaghy y col, 1982; 10) Cantor y col., 1984 ; 11) Striessnig y col., 1985.
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7.1.- CARACTERIZACION DEL RECEPTOR DIHIDROPIRIDINICO MITOCONDRIAL.

Mediante centrifugacidn diferencial y gradientes de sacarosa se demostré que
este receptor se localiza concretamente en la membrana mitocondrial interna (Zernig y
Glossmann 1988; Ballesta y col., 1990).

Los estudios de fijacién en equilibrio determinaron los pardmetros que definen
la unién de [*H]nitrendipina a su receptor. Este se denomina de baja afinidad y alta
capacidad debido a que la fijacidn de nitrendipina posee una constante de disociacién
(Kd) elevada, en el orden submicromolar o incluso submilimolar, y una densidad de
receptores (Bmax) muy elevada, unas mil veces superior a lo sitios de alta afinidad
(Zernig y Glossmann, 1988; Ballesta y col., 1990).

Mediante estudios cinéticos de fijacion se comprobé que la unién de
[Hlnitrendipina al receptor de baja afinidad presenta cinéticas de asociacién y
disociacién monoexponenciales (Zernig y Glossmann, 1988; Ballesta y col., 1990), por
lo que aparentemente el modo de interaccién DHP-receptor se corresponde con una
reaccion bimolecular simple de pseudoprimer orden (Weiland y Molinoff, 1981).

Otra caracteristica que lo define es la termoestabilidad, ya que el
precalentamiento de las membranas mitocondriales a temperaturas elevadas no altera la
fijacion de [*H]nitrendipina (Zernig y Glossmann, 1988 Ballesta y col., 1990), lo que
podria indicar que estos sitios son estructuras rigidas, por la posible presencia de un
gran nimero de puentes disulfuro en su estructura (Zernig y Glossmann, 198”8; Zernig,
1990).

La fijacién de [*H]nitrendipina presenta una marcada dependencia de fuerza
iénica (Brush y col., 1987; Zernig y Glossmann, 1988; Ballesta y col., 1990). La
dependencia de pH varia segtin los autores, siendo el pH dptimo de la fijacién de 6 en
presencia de fuerza idnica alta (Ballesta y col., 1990) mientras que en mitocondrias
cardfacas, la fijacién de [*H]nitrendipina presenta una dependencia de pH en forma
concava con un minimo a pH 7 (Zerning y Glossmann, 1988).

La interaccion de DHP con el receptor dihidropiridinico (DHPr) de baja afinidad
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no presenta diferencias de afinidad entre isémeros puros de distintos derivados DHP en
los diferentes tejidos estudiados, 1o que sugiere que la union de DHP al receptor
mitocondrial se realiza de manera no estereoselectiva, (Brush y col., 1987; Zernig y
Glossmann, 1988; Ballesta y col., 1990), al contrario de lo que ocurre en el DHPr
asociado a los CCDV., ’

La fijacion de [3H]nitrendipina aumenta ligeramente en presencia de cationes
(La’* >Cd** > > > Co* + >Ca’*..) y aniones como NO,, CI' mientras que PO,* y
SO, inhiben ligeramente la unién (Zernig y Glossmann, 1988).

Otra caracteristica del DHPr mitocondrial es la ausencia de modulacién por
benzotiazepinas (diltiazem), observado tanto en tejido neuronal (Ballesta y col., 1990)
como no neuronal (Brush y col., 1987; Zernig y Glossmann, 1988). Sin embargo las
fenilalquilaminas (verapamil) inhiben la unién de manera alostérica, reduciendo la
atinidad del ligando por su receptor pero sin modificar el nimero de réceptores (Zernig
y Glossmann, 1988). Mediante estudios cinéticos se demostré que la disminucion en la
afinidad es consecuencia de un aumento en la constante cinética de disociacién de
nitrendipina al receptor (Ballesta y col., 1990).

La ausencia de la modulacién por benzotiazepinas de la fijacién de radioligandos
y/o de la funcién correspondiente al sistema estudiado se ha atribuido a las condiciones
experimentales y no a la ausencia de este sitio de unién (Zernig, 1990).

Los nucledtidos de piridina y purina también inhiben de forma alosterica no
competitiva la fijacién de [*H]nitrendipina al DHPr mitocondrial, siendo el ATP y ADP
los mds activos con valores de IC, en el orden uM (Zernig y col., 1988). Mediante
estudios cinéticos, el ATP disminuye la constante de velocidad de asociacién y
enlentece la disociaciéon del complejo, resultando en una ligera disminucién de la
constante de disociacion, coincidiendo con los experimentos realizados en equilibrio
(Zernig y col., 1988). A pesar de que la unién de nitrendipina al receptor mitocondrial
es modulado por nucledtidos, los mismos autores demostraron que el DHPr no estaba
asociado con el complejo enzimdtico ATPasa ni con el transportador de ADP/ATP

existentes en la membrana mitocondrial interna.
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A partir de las caracteristicas expuestas de!l DHPr mitocondrial y comparadas
con el receptor DHP asociado a los CCDV (tabla 4), se descarta el hecho de que se
trate de dos subpoblaciones diferentes de un mismo receptor ya que presentan claras

diferencias bioquimicas y farmacoldgicas en los diferentes tejidos estudiados.

TABLA 4.- CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES DIHIDROPIRIDINICOS.

ALTA AFINIDAD BAJA AFINIDAD
Kd i nM uM
Bmax | fmol mg-1 pmol mg-|
Temperatura sensible resistente
Estereoselectividad s no
Regulacion de la fijacion:
- a-Glucosidasa sensible resistente
- Tripsina sensible sensibilidad relativa
- Cationes divalentes + +
- Diltiazem < Kd 0
- Verapamil > Kd > Kd
- Fuerza idnica . 0 +
-pH > 7 : <7
- Nucleotidos de adenina 0. +

Referencias utilizadas para la elaboracion de la tabla: Ehlert y col (1982); Janis y col. (1984);
Bolger y Skolnick (1986); Brush y col. (1987); Zernig y col. (1988); Ballesta y col. (1990).

Se representa con (+) y (0) a la presencia y carencia de efecto respectivamente,
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El sitio de unién mitocondrial para DHP ha sido solubilizado por extraccién con
CHAPS (Hidalgo, 1991), siendo necesaria la presencia de fuerza idnica alta y
estabilizantes como asolectina con el fin de mantener un mayor porcentaje tanto de
proteina recuperada como de sitios de fijacién de [*H]nitrendipina.

En estas condiciones, los pardmetros cinéticos de asociacién, disociacién y
constante de disociacion en equilibrio se mantienen similares a los de membrana
mitocondrial nativa (Hidalgo, 1991).

La purificaciéon parcial del DHPr mitocondrial se llevé a cabo mediante
cromatografia de filtracion en gel y posterior cromatografia de afinidad con amlodipina.
Se detectd una banda mayoritaria de 52 kDa de peso molecular mediante la
electroforesis correspondiente a las fracciones purificadas .

Paralelamente, el andlisis electroforético de las membranas mitocondriales
nativas fotoactivadas con [*H]PN 200-110 demostré la presencia de distintos
polipéptidos. Entre €stos tan sélo el marcaje correspondiente al polipéptido de SOkDa
era desplazable con nitrendipina no marcada, mientras que en otros polipéptidos de
pesos moleculares de 170, 65, 52, 41 33 y 20 kDa, el marcaje se desplazé parcialmente
en presencia de nitrendipina. Esto sugirié que, dado el caracter hidrofébico de las DHP,
éstas se unirfan inespecificamente a otras proteinas de la membrana mitocondrial.

La coincidencia de pesos moleculares entre los polipéptidos de- 50-52 kDa
obtenidos tras marcaje por fotoactivacion de membranas nativas con el obtenido tras la
cromatografia- de afinidad, sugirié que se trataba de la misma protéina y que ésta
pudiera ser el lugar donde las DHP ejercen su accién con mayor afinidad y

especificidad, formando parte del DHPr (Hidalgo, 1991).
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7.2.- IMPORTANCIA FUNCIONAL DEL RECEPTOR DIHIDROPIRIDINICO
MITOCONDRIAL.

En los ultimos anos se ha demostrado la capacidad que tienen los antagonistas
del calcio para acumularse en el interior celular, y poder ejercer acciones secundarias
sobre sitios internos de las células musculares como por ejemplo sobre el reticulo
sarcopldsmico. Puesto que las DHP son sustancias altamente hidrofébicas, se acumulan
principalmente en compartimentos hidrofébicos tales como el interior del plasmalema
y otras membranas celulares (Liillman y col., 1979; Pang y Sperelakis, 1983)
interaccionando sobre diferentes estructuras celulares y ejerciendo diferentes efectos,
pero a concentraciones muy altas y muy alejadas de la concentracién necesaria para
actuar sobre los CCDV.

Probablemente, el mejor argumento a favor de la importancia de los sitios de
unidn de baja afinidad para antagonistas del calcio sea el obtenido en estudios clinicos.
Concretamente, en [os casos de isquemia se producen lesiones tisulares irreversibles
debidas en gran parte a un incremento excesivo de la concentracion intracelular de
Ca’*, que altera el control del Ca’* intracelular por parte de las organelas subcelulares
y repercute concretamente en la integridad estructural y funcional de las mitocondrias,
y por tanto, en las necesidades energéticas celulares.

Recientemente se ha demostrado que periodos cortos de anoxia, inferiores a 30
minutos, tienen graves consecuencias sobre la funcién mitocondrial, dando lugar al cese
del transporte electronico y, como consecuencia, a la pérdida del gradiente de potencial
de membrana, desacoplamiento mitocondrial y, por tanto, alteracién de todos los
sistemas de transporte en las mitocondrias, destacando entre ellos al uniportador de
Ca’* mitocondrial (Aw y col., 1987a).

Recientemente se ha demostrado que la disminucion del contenido en Ca®",
produce una inhibicién de la actividad ATPasa, repercutiendo sobre la gran mayoria de
funciones-celulares dependientes de energia (Aw y col., 1987b).

Por otro lado, los antagonistas del calcio, ademds de sus efectos sobre los
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CCDV que determinan sus propiedades hipotensoras, antiarritmicas, etc., poseen ciertos
efectos citoprotectores que pueden ser de gran utilidad en el tratamiento de patologias
isquémicas (Henry y col., 1977; Wolkowicz y col., 1983; Kloner y col., 1987). Asi,
en isquemias experimentales, los antagonistas del calcio pueden reducir el tamafio del
drea de necrosis y prevenir los cambios postisquémicos, que se postulé que eran debidos
a una disminucion del consumo de oxigeno.

En los dltimos afios, se han presentado datos que apuntan la posibilidad de que
los antagonistas del calcio puedan jugar un papel importante en la modulacién de los
movimientos de Ca** mitocondriales (Vaghy y col., 1982; Buss y col., 1988). Ademds,
se ha demostrado recientemente la presencia de lugares especificos de unién para
antagonistas del Ca** en mitocondrias (Brush y col., 1987; Zernig y Glossmann, 1938;
Ballesta y col., 1990).

Debido a la importancia del Ca** a nivel celular y mas concretamente a nivel
mitocondrial, los antagonistas del calcio, podrian tener un importante valor terapettico
a nivel de su interaccién con el DHPr mitocondrial.

Recientemente ha sido descrito un canal aniénico en la membrana mitocondrial
interna (IMAC) (Garlid y Beavis, 1986; Beavis y Garlid, 1987) cuyo papel fisiolégico
fue relacionado por los mismos autores con el estrés isquémico. En la patologia
isquémica, el bombeo de H* hacia el exterior mitocondrial limita al uniportador
mitocondrial de Ca’*, sin embargo la permeabilidad de aniones a la matriz a través del
IMAC, anularia cualquier restriccién teérica sobre el actimulo de Ca?*.

Bajo ciertas condiciones experimentales, Zernig y col. (1990) intentaron
relacionar el DHPr mitocondrial con este canal, dado el papel protector de los
antagonistas del calcio sobre el dafio isquémico, ya que la inhibicién del IMAC podria
prevenir el dafo estructural mitocondrial por sobrecarga de Ca®* mitocondrial,
recuperando asi las mitocondrias su tamafio normal.

Sin embargo, el papel modulador de los antagonistas del Ca?* sobre el ciclo del
Ca’* mitocondrial (Vaghy y col., 1982), sugiere la idea de que el receptor

dihidropiridinico mitocondrial esté asaciado con el intercambiador Na*/Ca?*.
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8.- LA CELULA CROMAFIN COMO MODELO EXPERIMENTAL.

La médula adrenal constituye uno de los modelos catecolaminérgicos mejor
estudiado por ser el mayor aciimulo de células cromafines del organismo. La
importancia de estas células radica en que su funcién principal es la sintesis,
almacenamiento y liberacion de catecolaminas al torrente sanguineo (Burgoyne, 1984).

La sintesis de catecolaminas se realiza en el citoplasma y vesiculas cromafines,
a través de una via multisecuencial en la que estdn implicadas una serie de enzimas
entre los que destaca tirosina hidroxilasa por ser el que cataliza el paso limitante del
proceso (Levitt y col., 1965).

El actimulo de catecolaminas tiene lugar en las vesiculas cromafines, desde
donde son liberadas al exterior celular mediante un mecanismo de exocitosis, proceso
por el cual el contenido intravesicular es secretado al espacio extracelular tras la fusién
de las membranas vesiculares y plasmdtica (de Robertis y Vaz Ferreira, 1957).

La secrecion de catecolaminas en las células cromafines se produce por un
mecanismo denominado "acoplamiento excitacién-secreciéon" (Douglas y Rubin, 1961)
que consiste en una serie de acontecimientos que ocurren entre la llegada del mensaje
excitatorio a la célula y la descarga del contenido vesicular al torrente sanguineo.

Entre los mecanismos que gobiernan el acoplamiento excitacion-secrecién en
células cromafines, el aumento de concentracién intracelular de calcio, producido por
el influjo de los iones calcio al citoplasma desde el medio extracelular a través de los
CCDV, juega un papel crucial en dicho proceso (Cefia y col., 1983; Garcia y col.,
1984; Gandia y col., 1987).

Los procesos de captacién de Ca’* y secrecién de de catecolaminas en la célula
cromafin adrenomedular bovina son modulados por DHP (Ceiia y col., 1983; Garcia
y col., 1984) por lo que se sugiri6 la existencia de un DHPr acoplado a los CCDV en

médula adrenal.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Introduccidén 34

8.1.- RECEPTORES DIHIDROPIRIDINICOS PRESENTES EN LA CELULA
CROMAFIN.

Mediante aislamiento y purificacién de las distintas fracciones subcelulares de
médula adrenal bovina y estudios de fijacién de radioligandos, se detectd y caracterizd
un receptor DHP de alta afinidad ubicado en la membrana plasindtica, con un valor
de Kd en el intervalo nM y baja densidad de receptores (Ballesta y col., 1990).

Los valores de Kd obtenidos mediante estudios de fijacion de radioligandos, se
hallan muy préximos a los valores de ICs, de nitrendipina sobre la inhibicién del influjo
de Ca’* evocada por despolarizacién con K* en células cromafines de médula adrenal
bovina, por lo que se sugirié la asociacién de dicho receptor con los CCDV tipo L
presentes en estas células (Ballesta y col., 1990). Estos datos son coincidentes con los
descritos en otros tejidos ya que las propiedades del receptor de membrana plasmatica
de las células cromafines, estdn en concordancia con las propiedades del receptor de alta
afinidad definidas en los diferentes tejidos (Ballesta y col.,1990). Por otro lado, estudios
electrofisioldgicos demostraron la modulacién por derivados DHP sobre los CCDV tipo
L en células cromafines (Artalejo y col., 1991).

El segundo sitio denominado de baja afinidad, se localiz en la membrana

- mitocondrial interna con valores de Kd en el intervalo uM y una elevada densidad de
receptores (Ballesta y col., 1990).

Con respecto al receptor DHP mitocondrial, hasta ahora sélo habia sido descrito
en tejidos no neuronales, y las propiedades que lo definen en médula adrenal no difieren
de las propiedades del DHPr mitocondrial de tejidos no neuronales (Zernig y
Glossmann, 1988).

Al igual que en los demds tejidos estudiados, el DHPr mitocondrial y el de
membrana plasmdtica de médula adrenal bovina, presentan claras diferencias en sus
constantes cinéticas y sus propiedades bioquimicas y farmacoldgicas, apoyando la idea

de que se trate de entidades completamente diferentes.
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Sin embargo la importancia funcional y la estructura a la que pueda estar
asociada el DHPr mitocondrial sigue todavia sin determinarse. Recientemente se ha
demostrado que el calcio procedente de los almacenes intracelulares, entre los que se
encuentran las mitocondrias, no estd implicado en la secrecién de catecolaminas en las
células cromafines (Kim y Westhead, 1989). Por otro lado, el papel fisioldgico del
DHPr mitocondrial adrenomedular, podria tener lugar sobre los movimientos de calcio
mitocondriales, y mas concretamente estar asociado al transportador Na*/Ca*?2, debido
a la accidn moduladora de los antagonistas del calcio sobre dicho transportador (Vaghy
y col., 1982; Buss y col., 1988), o tal vez, debido al papel modulador del Ca®*
mitocondrial sobre las tres deshidrogenasas de la matriz y sobre la fosforilacidn
oxidativa, la modulacién del transporte de Ca** por parte de las DHP podria repercutir
sobre el metabolismo, no descartandose por tanto un posible papel metabélico, aunque

indirecto, de las DHP.
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OBJETIVOS
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En la célula cromafin adrenomedular bovina existen dos sitios de unién para los
derivados dihidropiridinicos. Mediante su unién al receptor de alta afinidad localizado
en la membrana plasmdtica y asociado al canal de calcio tipo L, las DHP ejercen su
accién moduladora sobre el proceso secretor de catecolaminas.

Sin embargo, se deconoce la importancia funcional del sitio de unién de baja
afinidad para los derivados dihidropiridinicos localizado en la membrana mitocondrial

interna de dichas células.

El objetivo general de la presente memoria es la caracterizacién funcional del
receptor dihidropiridinico de mitocondrias de médula adrenal bovina, para lo cual nos
planteamos los siguientes objetivos concretos:

1.- Caracterizacién de los sistemas de transporte de Ca?* mitocondriales.

2.- Modulacién de los sistemas de transporte de Ca®* mitocondriales por

diferentes formacos bloqueantes y activadores del Ca®*.

3.- Estudios de fijacion de [*H]nitrendipina en mitocondrias intactas de médula

adrenal bovina.
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1.- AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS.

Para el aislamiento de mitocondrias se utilizaron entre 10 y 15 gldndulas
adrenales obtenidas de reses bovinas recién sacrificadas en un matadero local. Las
glindulas extraidas se mantuvieron en hielo hasta la llegada al laboratorio.

Todo el procedimiento de aislamiento se realizé a 4°C, siguiendo el protocolo
descrito por Ballesta y col., (1990). El aislamiento comenzé limpiando la grasa
periadrenal, disecando y troceando las médulas. Seguidamente, se sumergieron en 6
volimenes (peso himedo:volumen) de tampén de homogenizacién (sacarosa 0,32 M,
EDTA 1 mM, BSA 0,5 mg/ml, Tris/CIH 50 mM pH 7,2) y se homogenizaron dos
veces en un homogenizador Polytron (Kynematica GmbH, Suecia) ajustado a 4 durante
15 segundos, con un intervalo de 2 minutos entre cada homogenizacién.

El homogenizado se centrifugd a 1.000xg durante 15 minutos en una centrifuga
refrigerada (Beckman J2 21). El sobrenadante resultante se centrifugd a 9.800xg durante
15 minutos. De esta segunda centrifugacion se descartd el sobrenadante, y el precipitado
se resuspendié en 10 ml de tampén de homogenizacién, y se sometié a un gradiente
discontinuo de sacarosa (5 ml de precipitado resuspendido: 15 ml de sacarosa 1,6 M)
durante una hora a 100.000xg en una ultracentrifuga (Beckman L8 70) con el fin de
separar mitocondrias de las vesiculas cromafines. La interfase 0,32 M:1,6 M. (fraccién
mitocondrial) se resuspendié en tampén de ensayo (manitol 220 mM, sacarosa 70 mM,
BSA libre de 4cidos grasos 0,5 m}g/ml, CIK 30 mM, Tris/CIH 50 mM, pH 7,2) y se
centrifugé 2 veces a -9.800xg durante 15 minutds realizando el primer lavado en
presencia de EDTA 1 mM, y el segundo lavado en su ausencia. El precipitado final se
resuspendio en el minimo volumen posible (1-1,5 ml) de tamp6n de ensayo,
manteniendose a 4°C hasta el momento de su utilizacién (figura 1).

El rendimento obtenido durante este proceso fue del orden de 5 mg de proteina
por gramo de médula.

Todos los experimentos en los que se utilizaron mitocondrias, fueron realizados

el mismo dia de su aislamiento.
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FIGURA 1.- PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS, MEMBRANAS
MITOCONDRIALES Y GRANULOS CROMAFINES.
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2.- AISLAMIENTO DE MEMBRANAS MITOCONDRIALES.

Para la preparacion de los distintos lotes de membranas, se utilizaron de 15 a
20 gléndulas. Se siguié el mismo protocolo que para el aislamiento de mitocondrias,
con las siguientes variaciones:
1.- Los tampones utilizados contenfan iodoacetamida 2 mM y fenilmetilsulfonil fluoruro
(PMSF) 0,1mM como inhibidores de proteasas.
2.- La homogenizacion se realizé en tampdn Tris/CIH 50 mM, sacarosa 0,32 M
pH 7,4. Se homogenizé tres veces en un homogenizador Polytron ajustado a 4 durante
15 segundos, con intervalos de 2 minutos entre cada una de ellas.
3.- El procedimiento de centrifugacién fue el mismo que el descrito en el apartado
anterior. Se lavd 2 veces la interfase resultante del gradiente discontinuo de sacarosa
con Tris/CIH 50 mM pH 7,4. Siendo éste el tampdn de resuspensién de las membranas
mitocondriales.
4.- Las membranas mitocondriales se conservaron a -80°C hasta su utilizacién.

El rendimiento obtenido fue de 1,5 a 3 mg de proteina por gramo de médula.
3.- AISLAMIENTO DE GRANULOS CROMAFINES.

El aislamiento de los grdnulos cromafines se llevé a cabo paralelamente al
aislamiento de las mitocondrias, utilizando el mismo tampén de homogenizacién y de
ensayo.

A partir del gradiente discontinuo de sacarosa, se separaron las mitocondrias de
los granulos cromafines, quedando la fraccién mitocondrial en la interfase de sacarosa
0,32 M:1,6 M y los grénulos en el precipitado (figura 1).

La resuspension y lavados de la fraccién granular se llevé a cabo tal y como se
describe para las mitocondrias. El precipitado final se resuspendié en 3-4 ml de tampén
de ensayo, manteniendose igualmente a 4°C hasta el momento de ser utilizados,

siempre durante el mismo dia de su aislamiento.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Material y Métodos 46

El rendimiento obtenido durante este proceso fue del orden de 15 mg por gramo
de médula.
La determinacién de proteinas se realizé utilizando el método de Lowry (Lowry

y col., 1951), empleando BSA como proteina estdndar.
4.- MOVIMIENTOS DE CALCIO MITOCONDRIALES.

El estudio de los movimientos de Ca*? se realizé utilizando**Ca*2 como trazador
(1,4 uCi*Ca/ml). El tampén de captacién en el que se realizaron los experimentos de
captacion y salida de Ca*? consisti6 en tampdn de ensayo suplementado con los
siguientes sustratos: succinato 5 mM, rotenona 4 uM, ADP 16 uM, PO,H,K 0,2 mM
y acetato potdsico 10 mM.

4.1.- CAPTACION DE CALCIO.

Las mitocondrias se incubaron en tampén de captacién (1 mg/1 ml, volumen
final) durante 5 minutos a 25°C y con agitacién constante.

La captacion comenzé afadiendo al medio Ca>* 25 uM. A tiempos cortos
crecientes se tomaron alicuotas de 0,1 ml y se filtraron mediante vacio a_través de
filtros de fibra de vidrio Whatmann GF/C, que seguidamente se lavaron 2 veces con
2 mi de tamp6n de lavado frio (Tris/CIH 50 mM pH 7,2).

La radioactividad que quedd retenida se cuantificé sumergiendo a continuacién
los filtros en 4 ml de liquido de centelleo, y se midié en un contador de centelleo
liquido Beckman LS 2800 durante un minuto, expresdndose los resultados en cpm y
transformados posterioremente a nmoles de Ca**/mg de proteina.

El andlisis de los datos experimentales resultantes del estudio cinético sobre los
movimientos de Ca®* se realizé analizando los datos mediante la ecuacidn:

[Ca]; = ([Cal)eq (1-e™
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en la que [Ca]; corresponde a el Ca’* captado en un tiempo t, ([Ca])eq representa el
Ca** intramitocondrial cuando el proceso alcanza el equilibrio, y k la constante de
velocidad. La linearizacién de los datos experimentales se realiz de acuerdo a una

cinética de pseudoprimer orden segiin la siguiente ecuacién:

In (([Cal)eq
t

obs

((ICal)eq - ([CaDh)))
donde K, es la pendiente de la recta.

Los pardmetros cinéticos del uniportador de Ca** (Vmax y Km) se obtuvieron
mediante el ajuste y andlisis de los datos experimentales mediante la ecuacién de
Michaelis-Menten que fueron linearizados posteriormente mediante la ecuacién de
Eadie-Hofstee |

v = - Km (v/[S]) + Vmax

Para estudiar el efecto de los bloqueantes y activadores del calcio sobre los
movimientos de Ca**, las mitocondrias (Img/ml) se incubaron a 25°C con distintas
concentraciones de los firmacos estudiados durante 15 minutos, previamente a la
adicién del Ca®* al medio de ensayo. En el caso de fdrmacos dihidropiridinicos, los
ensayos se realizaron con luz de sodio utilizando tubos de vidrio. Los derivados
dihidropiridinicos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO), y a partir de una
solucién concentrada (10 mM), se prepararon las distintas disoluciones-de forma que
la concentracién de DMSO en el medio de captacién nunca fue superior al 1%,
concentracién que no afecta al influjo y retencién de Ca?* por mitocondrias, tal como
se establecié en controles previos.

El niimero de experimentos n=2, representados en la seccién de resultados y
discusién, corresponde a aquellos en los que el error estandar de la media no superé el
10%.
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4.2.- BLOQUEO DE LA CAPTACION.

Tras la captacién de Ca’*, se midi6 el contenido del mismo acumulado por las
mitocondrias, bloqueando seguidamente el uniportador de calcio con el colorante rojo
rutenio 2 uM en combinacién con ADP 16 uM. Se tomaron alicuotas de 0,1 ml a
distintos tiempos que se filtraron y lavaron como se acaba de describir, midiendo de
esta forma el Ca** que quedaba retenido por las mitocondrias tras el bloqueo del

uniportador de Ca?*.
4.3.- SALIDA DE CALCIO INTRAMITOCONDRIAL.

Para estudiar el eflujo de Ca*?, se incubaron las mitocondrias (I mg/ml) en
tampdn de captacidn, durante 5 minutos a 25°C. En estos experimentos se utilizé una
concentracién de Ca** de 50 uM. El periodo de captacién se eligié en funcién del
tiempo en el que el influjo de Ca*? se hallara en estado estacionario y del nivel de Ca*?
acumulado (superior al 50% del Ca*? afiadido), quedando finalmente establecido en 2
minutos.

Seguidamente se bloqueé el uniportador de Ca*?> con rojo
rutenio 2 uM/ADP 16 uM (RR/ADP) durante 2 minutos, tras los cuales se tomé un
alicuota de 0,1 ml para determinar el contenido en Ca’* intramitocondrial previo a la
estimulacién del eflujo.

A continuacién, se estimul6 el intercambiador con Na* 15 mM/EDTA 0,1 mM
y se tomaron alicuotas de 0,1 ml a tiempos cortos crecientes, que se filtraron
seguidamente mediante vacio a través de filtros de fibra de vidrio Whatmann GF/C y
se lavaron 2 veces con 2 ml de tampon de lavado frio, sumergiéndolos seguidamente
en 4 ml de liquido de centelleo y midiendo la radioactividad que quedd retenida en los

filtros de Ja misma forma que se ha descrito en el apartado de captacion.
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En el caso del estudio del eflujo de Ca’* independiente de Na*, la salida de
Ca’* se estimulé mediante la adicién de H* al medio de ensayo. Para ello se empled
tampon PIPES 50 mM. Tras los dos minutos de bloqueo del uniportador de Ca**, se
adicionaron alicuotas de CIH 0,1 M, midiendo igualmente el Ca?* intramitocondrial a
distintos tiempos.

Los pardmetros cinéticos del intercambio Na*/Ca?*, fueron calculados a partir
de la representacién directa de los datos experimentales analizados segln la ecuacién
transformada de Michaelis-Menten, asumiendo que el intercambiador presenta mds de
un sitio de unidén para el Na*:

v = ( Vmax [Na*]*) / ( (Km) + [Na]*)

en la que n representa el valor de la pendiente de la curva.

Los datos experimentales se ajustaron a la ecuacién de Hill:
log(v/Vmax-v) = logK,; + n log( [Na*])

donde n (la pendiente de la recta) corresponde al coeficiente de Hill y expresa el grado
de cooperatividad de 1a reaccidn.
Asi mismo, los datos experimentales fueron transformados a la representacion
de Scatchard: .
v/ [Na*] = (Vmax/Km) - (1/Km)v

Para estudiar el efecto de los diferentes firmacos sobre la salida de Ca2*
mitocondrial, se siguid el protocolo descrito en el apartado 4.1, midiendo el Ca* que
permanece acumulado en las mitocondrias tras 10 minutos de estimulo con
Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. Los resultados obtenidos en cpm fueron ajustados
directamente mediante regresién no lineal, a la ecuacién cldsica de la curva dosis-
respuesta, y posteriormente transformados a nmoles de Ca®>*/mg de protefna. A partir
de la ecuacion se obtuvieron los valores de ICy, de los farmacos y la inhibicidn

méxima ejercida sobre dicho sistema.
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5.- CONSUMO DE OXIGENO.

La actividad respiratoria de las mitocondrias se realizé con un electrédo de
oxigeno de Clark acoplado a un registrador LKB 2210, ajustado a una velocidad de
carta de 10 mm/min. | )

La respuesta del electrodo de oxigeno se calibrd con el tampén de ensayo:
manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, BSA libre de dcidos grasos 0,5 mg/ml, CIK 30 mM
en Tris/CIH 50 mM pH 7,2, suplementado con rotenona 4 uM, acetato 10 mM y
fosfato 0,2 mM. La calibracién del electrodo se realizé midiendo el porcentaje de
saturacion de O, en 4 ml de este tampdn contenido en una cubeta de vidrio
herméticamente cerrada y con agitacién suave y constante. La lectura del 0% de
oxigeno se obtuvo mediante la adicién al medio de ditionito sédico (Na,S,0,).

Tanto la calibracién del electrodo deﬁO2 como el estudio de la respiracién
mitocondrial se llevé a cabo a 37°C. Las medidas del consumo de oxigeno comenzaron
introduciendo el electrodo en la cubeta de vidrio que contenfa 4 ml de medio de
incubacién descrito. Seguidamente, se aifladieron las mitocondrias (Img/ml),
manteniendose siempre en agitacién suave y constante.

Tras 2 minutos de incubacién, la respiracién mitocondrial se inicié con la
adicién al medio de succinato 5 mM, como sustrato de la cadena de transporte
electrdnico. _

Una vez estabilizado el registro, se afiadié al medio de incubacién ADP/Mg?*
0,4 mM, pasando la el consumo de oxigeno mitocondrial al estado 3 6 estado activo
de la respiracién. El indice de respiracién mitocondrial se obtuvo de la relacién de los
estados 3 y 4 de la respiracién, constituyendo ésta una medida del acoplamiento entre
fosforilacién oxidativa y respiracion mitocondrial.

Para estudiar el efecto del ciclo del Ca?* sobre la respiracién mitocondrial, se
siguid el mismo protocolo que el descrito para estudiar los movimientos de Ca’*. La
cadena de transporte electronico se estimuld con la adicién de succinato, afadiendo a

continuacién Ca’* (50 uM) rojo rutenio (2 uM) y Na*20 mM/EDTA 0,1 mM.
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Todos los sustratos se anadieron al medio de ensayo utilizando microjeringas y
cada adicidn se realizd una vez estabilizado el registro.

Para estudiar el efecto de nitrendipina (20 pM) sobre la respiracién mitocondrial,
las mitocondrias (Img/ml) se preincubaron con dicho firmaco durante 15 minutos a
37°C antes de introducir el electrodo en la cubeta de vidrio y comenzar la medida del
consumo de O,.

El contenido de O, en el tampdn de ensayo, fue calculado siguiendo el método
descrito por Estabrook (1967), expresando los resultados en nmoles de O, consumidos
mg™! min.

Para comparar las velocidades de consumo de oxigeno obtenidas, tras las
diferentes adiciones al medio de ensayo, se determind si las diferencias observadas entre
las pendientes registradas, eran estadisticamente significativas, analizando la relacién
entre las medias de dos muestras pequefias mediante el test modificado de la t-student,
calculando t :

(Xl - .7-(-3)

S\/1/n; + 1/n,

donde S corresponde a la estimacién de la desviacién estandar basada en ambas

muestras conjuntamente y calculadas mediante:

L (x-%)? + I (xX,)?
St =

n +n,-2

Posteriormente, se comprobd en las tablas de la t de Student, la significacién del valor

calculado con n,+n,- 2 grados de libertad.
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6.- ESTUDIOS DE FIJACION DE [FHINITRENDIPINA .

En los experimentos de desplazamiento, los distintos farmacos se preincubaron
con las mitocondrias (I mg/l ml, volimen final) y [*Hlnitrendipina (4 nM), en el
tampdn de incubacién Tris/CIH 50 mM pH 7,2 conteniendo: manitol 220 mM, sacarosa
70 mM, BSA 0,5 mg/ml, CIK 30 mM, succinato 5 mM, rotenona 4 uM, PO,H,K 0,2
mM y acetato 10 mM.

Tras una hora de incubacién, las muestras se colocaron en un bafio de hielo
durante 5 minutos. A continuacién se diluyeron con 2 ml de tampdn de lavado frio
(Tris/CIH 50 mM pH 7,2) y se filtraron y lavaron 2 veces con 2,5 ml del mismo
tampdn frio, aplicando vacio a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C. La
cuantificacién de la radioactividad retenida se realizé sumergiendo los filtros en 4 mi
de liquido de centelleo. Seguidamente se midié en un contador de centelleo liquido
Beckman LS 2800 durante 5 minutos, expresindose los resultados en cpm.

La fijacién inespecifica se definié en presencia de nitrendipina no marcada
20 uM.

Los pardmetros de la unidn en equilibrio de [PH]nitrendipina, constante de
afinidad (Kd) y densidad de receptores (Bmax), fueron calculados directamente a partir
de los experimentos de desplazamiento de la fijacién de [*H]nitrendipina por
nitrendipina no marcada (DeBlasi y col., 1989), basdndose en la ecuacién de Cheng y
Prussoff y, suponiendo que la afinidad de ambos ligandos, marcado y no marcado es
la misma, la Kd se calcula a partir de la siguiente ecuacidn:

Kd = IC,, - L

siendo L la concentracién [*H]nitrendipina. A partir de la ley de accién de masas
(Bmax = Bo(Kd + L)/L) y sustituyendo el valor de la Kd, la densidad de sitios de

fijacién se obtuvo a partir de la siguiente ecuacidn:
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Bmax = BolC,,/L

siendo Bo, la diferencia entre la fijacién mdxima y minima. Este método asume que
s6lo existe una clase de receptor y que no existe cooperatividad.

Los pardmetros que definen el efecto de los fdrmacos estudiados sobre dicha
fijacién, fueron calculados mediante. regresion no lineal, ajustando los datos
experimentales a la ecuacién cldsica de la curva dosis-respuesta, obteniendo asi la

constante de inhibicién (KD, el efecto mdximo (en %) y la pendiente de las curvas (n).
MATERIALES

[PH]nitrendipina (actividad especifica entre 70 y 87 Ci/mmol) fue suministrada
por New England Nuclear.

$Ca’* (actividad especifica 2m Ci/ml) fue suministrada por Amershan.

La nitrendipina, PN 200-110, nimodipina y demds derivados DHP fueron
cedidos amablemente por el profesor F.Hoffmeister de la compafiia Bayer AG
(Wuppertal, Alemania), la amlodipina fue donada por el Central Research de los
laboratorios PFIZER (Sandwich, Kent. Reino Unido).

El resto de materiales y reactivos fueron de grado analitico suministrados por

Sigma, Merck o Bio-Rad.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Volver al indice/Tornar a l'index

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusién 55

RESULTADOS Y DISCUSION
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1.- PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES.

La caracterizacién de los sistemas de transporte de Ca** mitocondriales varfa
seglin el tejido de origen, el procedimiento empleado para el aislamiento de las mismas
y del medio de captacién utilizado.

Con respecto al aislamiento de las mitocondrias procedentes de médula adrenal
bovina, se siguid el protocolo de homogenizacién con polytron, tal y como se describe
en la seccién de Material y Métodos, ya que previamente se comprobé la imposibilidad
de homogenizar dicho tejido mediante el uso de homogenizador de tipo potter teflon-
vidrio.

Adicionalmente, la capacidad de captacién y retencién de Ca** por parte de las
mitocondrias depende a su vez de diversos factores externos, por ello, el primer
objetivo a cubrir fue determinar la composicién del medio de ensayo para estudiar y
caracterizar los sistemas de transporte de Ca’* en mitocondrias de médula adrenal
bovina y, en las mismas condiciones, comprobar Ia integridad funcional de las mismas
mediante medidas de consumo de O,.

Para ello, se empled un medio isoosmético previamente caracterizado por varios
autores (Carafoli y col., 1974; Crompton y col., 1978; Hefron y Harris, 1981)
constituido por manitol 220 mM, sacarosa 70 mM en tamp6n Tris/CIH 50 mM pH 7,2,
suplementado con BSA libre de dcidos grasos (0,5 mg/ml) y CIK 30 mM, medio que
se utilizé para homogenizar y conservar las mitocondrias hasta el momento de su uso.

La adicién de BSA libre de 4cidos grasos al medio de ensayo, se realiza
generalmente con el fin de favorecer su unién a los dcidos grasos y lisofosfolipidos, y
prevenir de esta forma, los efectos que éstos producen sobre la permeabilidad de la
membrana y sobre el desacoplamiento de la respiracién mitocondrial (Moore y col.,
1983). Por otro lado, se ha descrito que la capacidad de captura de Ca?* de las
mitocondrias aisladas a partir de la homogenizacién con polytron (método empleado en
esta memoria) y el tiempo en el que las mismas pueden estar almacenadas a 4°C sin

deteriorarse, se prolonga con la presencia de BSA en el medio (Allshire y
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Heffron, 1983). El CIK se utilizé con el fin de favorecer el eflujo Ca®*, ya que actia
como activador alostérico de la salida del mismo estimulada por Na* (Rizzuto y col.,
1987).

Este medio ha de ser suplementado con sustratos de la cadena de transporte
electronico o con ATP, para estimular experimentalmente la captacién de Ca’* en
mitocondrias, ya que ésta es inducida alternativamente por la respiracion mitocondrial
o bien mediante la hidrdlisis de ATP (Carafoli, 1982).

Cuando se utiliza succinato, se favorece ademds la retencién posterior de Ca?*,
siendo Gptima si se combina con rotenona (Lehninger y col., 1978), puesto que de esta
forma se evita la reoxidacién de sustratos endégenos y se asegura el inicio del
transporte electrénico en el momento de la adicién de succinato. El intervalo de
concentracién de succinato 6ptimo para la captacién de Ca2*, fue establecido entre 3
y 6 mM (Harris, 1977), mientras que la concentracién adecuada de rotenona esti
comprendida entre 1 y 4 uM (Rottenberg y Scarpa, 1974; Becker y col., 1980).

El pH del medio de captacién también juega un papel importante en los sistemas
de transporte en mitocondrias de todos los tejidos estudiados, y se ha descrito que el
pH optimo oscila en el intervalo comprendido entre 7 y 7,4 (Carafoli y col., 1974;
Harris, 1977; Crompton y col., 1978). Mediante controles previos, se determiné un pH
optimo de 7,2 para realizar el estudio de los movimientos de Ca®* con mitocondrias
adrenales.

Paralelamente se comprobé que las mitocondrias aisladas y almacenadas a 4°C,
concentradas en el minimo volumen posible del medio de ensayo (30-35 mg/ml), se
conservaban mejor y respondian a los estimulos utilizados para la captacién de Ca®*
durante periodos de tiempo mas largos, incluso al dia siguiente de haber sido
purificadas. ~ Sin embargo, no fueron nunca utilizadas transcurridas 10 h de su
aislamento. |

En todos los experimentos control que a continuacién se describen, se
mantuvieron constantes la temperatura (25°C), el pH (7,2), la concentracién de Ca2*

(25 M) y la concentracién de proteina (1 mg/ml), siendo el sustrato utilizado para
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inducir la captacién de Ca’*, succinato 5 mM suplementado con rotenona 4 M.
1.1.- FACTORES EXTERNOS QUE INFLUYEN SOBRE EL TRANSPORTE DE Ca?*,

La presencia de PO,H,K y/o acetato en el medio de captacion es necesaria para
aumentar experimentalmente la capacidad de captura de Ca?* por las mitocondrias
(Rosst y Lehninger, 1963; Lehninger, 1974). El POH,K forma cristales amorfos de
hidroxiapatita en la matriz durante periodos de tiempo indefinidos, por lo que aumenta
también la capacidad de retencién de Ca?* en la matriz mitocondrial y ademds, influye
sobre la actividad del uniportador de Ca** aumentando su velocidad de captura del
mismo (Crompton y col., 1983). Sin embargo, el acimulo en exceso de Ca’* puede
producir dafio irreversible a nivel estructural y funcional de las mitocondrias (Carafoli,
1982).

El anién acetato tiene la capacidad de permear a través de la membrana
mitocondrial, reduciendo el pH interno y disminuyendo la unién del Ca’* a sitios
internos, formando de este modo complejos solubles con el Ca’*, evitando la
precipitacion interna (Rottenberg y Scarpa, 1974) y favoreciendo la capacidad de
acumular Ca?*.

Por otro lado, los nucleétidos de adenina son acumulados por las mitocondrias
junto con el Ca’* y PO,H,K, estabilizando los cristales de hidroxiapatita en la matriz
mitocondrial. De esta forma contribuyen a aumentar la capacidad de captura y retencién
del Ca>* en la matriz, siendo el ADP mucho mas efectivo que el ATP y AMP en
prolongar el tiempo de retencion del Ca®* en el interior mitocondrial (Carafoli y col.,
1965).

El estudio de las concentraciones adecuadas de PO,H,K, acetato y ADP, asf
como la combinacién de todos ellos, constituyd la base para hallar las condiciones

1déneas de captacion de Ca?*.
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En primer lugar se determind la concentracién de PO,H,K necesaria para obtener
un buen nivel de captaccién de Ca’*. La concentracién maxima de PO,H,K utilizada
fue 2 mM; no se utilizaron concentraciones superiores debido a que concentraciones
préximas a 2 mM pueden favorecer el eflujo del Ca’* acumulado (Carafoli, 1982). Este
efecto se ha relacionado con sustratos asociados a NAD para generar la fuerza
protomotriz inductora de la captacién de Ca?* (Chudapongse, 1976) y, por otro lado,
se ha observado que dicho efecto depende del pH, siendo minimo a valores de pH
superiores o igual a 7,2 (Wolkowicz y McMillin-Wood, 1981).

Se midi6 el contenido en Ca’* intramitocondrial en las condiciones
experimentales establecidas anteriormente, utilizando como sustrato generador de la
fuerza inductora de la captacién de Ca’* al succinato (asociado a FAD) en un medio
ajustado a pH 7,2. Los resultados mostraron (figura 2) una clara diferencia entre la
captacion en ausencia (5,4 nmoles de Ca>* min™ mg™) y presencia de PO,H,K (superior
a 38 nmoles de Ca’* min' mg'), de forma que incluso la menor concentracién
empleada (50 M) fue suficiente para aumentar 7 veces el nivel de Ca?* acumulado.

La concentracién de PO,H,K elegida fue de 0,2 mM, ya que por un lado habfa
sido descrito por Crompton y col., (1983) que la adicién al medio de captacién de
PO,H,K 0,2 mM, no interferfa con la actividad del uniportador, y por otro, se alejaba
de las concentraciones de PO,H,K descritas (superiores o igual a 2 mM) que interferian
sobre la capacidad de retencién del Ca** acumulado y sobre el acimulo de cargas
masivas de Ca®* (superior a 500 nmoles de Ca’*/mg de proteina), perjudiciales para la
integridad estructural y funcional de las mitocondrias (Vickers y Dowdall, 1976;

Nicholls, 1978b).
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FIGURA.2-. EFECTO DE PO,H,K SOBRE LA CAPTACION DE Ca’*.

Las mitocondrias (I mg/ml) se incubaron durante 5 minutos a 25°C en 0,5 ml de tampén de
homogenizacién suplementado con succinato 5 mM y rotenona 4 uM, al que se afadié PO,H,K (0,05-2
mM). A continuacién se afiadié Ca®* 25 uM y se midi6 el contenido en Ca®* intramitocondrial a los 10
segundos, siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material y Métodos. La figura
representa los datos correspondientes a dos experimentos realizados por duplicado con lotes diferentes

de mitocondrias.
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Una vez fijada la concentracién de PO,H,K (0,2 mM), se realizé la captacidn
de Ca’* en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de ADP (10-100uM)
midiendo el contenido intramitocondrial de Ca?* a los 10 segundos de comenzar la
captacién. En la figura 3 se puede observar que el efecto del ADP sobre la captacion
de Ca’** fue dependiente de concentracién, presentando su efecto mdximo, a partir de
50 uM.

Por otro lado, el ADP no sélo aumenta la capacidad de retencién del Ca?* en
la matriz mitocondrial, sino que también actia como inhibidor del eflujo de Ca?* en
mitocondrias procedentes de tejidos excitables (Vitorica y Satristegui, 1985). Debido
a que el objetivo de la presente memoria fue caracterizar los movimientos de Ca?*
mitocondriales, tanto de influjo como de eflujo, se buscaron las condiciones de ensayo
en las que, se consiguiera aumentar experimentalmente la capacidad de captura de Ca?*
sin interferir sobre el eflujo del mismo. Por lo tanto, la eleccién de la concentracién de
ADP se basé también en dicho efecto inhibidor sobre el intercambio Na*/Ca**, siendo
la concentracién de ADP elegida (16 uM) muy inferior la concentracién de ADP a
partir de Ia cual el ADP ejerce su méximo efecto inhibidor (0,3 mM) (Vitorica y
Satristegui, 1985).

Como se mencioné al principio de este apartado, la presencia de PO,H,K y/o
acetato favorecia la capacidad de captura Ca’* y retencién del mismo en la matriz
mitocondrial. Una vez que quedaron establecidas las concentraciones de PO,H,K y ADP
en el medio de captacidn, el siguiente paso en este estudio fue la incorporacién al medio
de ensayo de acetato potdsico 10 mM. Se eligi6 dicha concentracion en base a los datos
existentes en la bibiografia, en la que las concentraciones de acetato utilizadas oscilaron

entre 5 y 10 mM (Nicholls, 1978a; Rizzuto y col., 1987).
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FIGURA 3.- EFECTO DE ADP SOBRE LA CAPTACION DE Ca**.

Las mitocondrias (Img/ml) se incubaron durante 5 minutos a 25°C en 0,5 ml de tampén de
homogenizacién suplementado con succinato 5 mM, rotenona 4 uM y PO,H,K 0,2 mM al que se afadié
ADP (10-100 pM). Se sigui6 el mismo protocolo experimental descrito en la figura 2. La figura
representa los datos correspondientes a dos experimentos realizados por duplicado con lotes diferentes

de mitocondrias.
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El siguiente control consistié en la medida del Ca’* intramitocondrial en
presencia o ausencia de acetato 10 mM, manteniendo constante la concentracidén de
ADP (16 uM) en el medio de captacién. Como se observa en la tabla 5, el acimulo de
Ca’* en presencia de cualquiera de los dos aniones permeantes, no mostré diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de Ca®* acumulado ‘(74% en presencia de PO,H,K
y 79% en presencia de acetato), mientras que la combinacién de POH,K y acetato
aumento ligeramente la capacidad de captura de Ca®*, llegando a acumular un 90% del
Ca?* afiadido.

Sin embargo, se ha descrito que la combinacién de PO,H,K (1,67 mM) y
acetato (20 mM) disminuye el eflujo basal de Ca?* (Wolkowicz y Mc Millin-Wood,
1981) en condiciones experimentales en las cuales se obtenfa el mayor eflujo de Ca2*

estimulado por PO,H,K,

TABLA 5.- CAPTACION DE Ca**.

ADICION Captacién de Ca**( % )
PO,H.K 0,2 mM 47
POHK 0,2 mM + ADP 16 uM 74
+ ADP'16 uM + Acetato 10 mM 79
POH,K 0,2 mM + ADP 16 uM + Acetato 10 mM 90

Las mitocondrias (1mg/lml, volumen final) se incubaron durante 5 minutos a 25°C en
manitol 220 mM, sacarosa 70 mM, CIK 30 mM, BSA libre de icidos grasos 0,5 mg/mi
suplementado con succinato 5 mM y rotenona 4 uM. Se representa el porcentaje de Ca®*
acumulado por las mitocondrias tras 1 minuto, con respecto al Ca** afiadido (25 uM). Los
resultados son la media de 2 experimentos independientes y realizados por duplicado con

diferentes lotes de mitocondrias.
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En base a estos resultados, se realiz6 el estudio sobre la capacidad de retencién
de Ca’* en funcidn del tiempo, en presencia y ausencia de PO,H,K 0,2 mM en un
medio de captacion suplementado con acetato potdsico 10 mM.

Al estudiar el Ca** que permanecia acumulado a los 5 minutos de bloquear el
uniportador (figura 4), se aprecié una clara diferencia segin estuviese o no presente
PO,H,K 0,2 mM. El acetato favorece el transporte de Ca®* hacia el interior
mitocondrial, pero por si solo no presenté la capacidad de mantenerlo retenido en la
matriz, de forma que, como se puede apreciar en la figura 4, tras 5 minutos de
bloqueo, se perdié un 63% del Ca>* captado, mientras que la combinacién de PO,H,K
0,2 mM y acetato potdsico 10 mM favoreci6 la retencién del 87% del Ca’?* acumulado
transcurridos 5 minutos de haber bloqueado el uniportador, coincidiendo con los
resultados obtenidos previamente por Wolkowicz y McMillin-Wood (1981).

La composicién del medio de ensayo para estudiar los movimientos de entrada
y salida de Ca’* en mitocondrias procedentes de médula adrenal bovina, quedd

finalmente constituido como se refleja en la tabla 6.
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FIGURA 4.- RETENCION DEL Ca** ACUMULADO.

Se incubaron las mitocondrias (1 mg/ml, volumen final) durante 5 minutos a 25°C en el tampén
de homogenizacién suplementado con succinato-5 mM, rotenona 4 pM, ADP 16 uM y acetato 10 mM,
en ausencia (a) y presencia (b) de PO,H,K 0,2 mM. La concentracién de Ca®* utilizada fue 25 uM.

Tras 2 minutos de captacién de Ca®* se bloques el uniportador de Ca** con
RR 2 uM/ADP 16 puM. Se representa el porcentaje de Ca** retenido por las mitocondrias transcurridos
5 minutos de bloqueo del uniportador de Ca** (D ) con respecto al acumulado tras 2 minutos de

captacién (E ), midiendo el contenido de Ca®* intramitocondrial como se describe en Material y

Métodos.

Los datos corresponden a un experimento realizado por duplicado.
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TABLA 6.- MEDIO OPTIMO DE CAPTACION.

"TAMPON DE ENSAYO:

Manitol 220 mM

Sacarosa 70 mM

CIK 30 mM

BSA (libre de dcidos grasos) 0,5 mg/ml

Tris/CIH 50 mM pH 7,2

SUSTRATOS:

Succinat(_) 5 mM
Rotenona 4 uM
POH.K 0,2 mM
ADP 16 uM

Acetato potdsico 10 mM
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2.- CAPTACION DE Ca*.

La caracterizacién del uniportador de Ca** se llevé a cabo en primer lugar,
mediante el estudio cinético del proceso de captacién de Ca’* en las condiciones
previamente establecidas. Para ello, se incubaron las mitocondrias (Img/ml) a 25°C
durante 5 minutos en el medio de ensayo descrito en la tabla 6, afiadiendo para
comenzar la captacién el Ca’* (25 uM) y midiendo el contenido intramitocondrial del
mismo a tiempos cortos crecientes.

Como se observa en la figura 5 el proceso alcanzé el equilibrio
aproximadamente tras 2 minutos de iniciar la captacién. La transformacién lineal de los
datos experimentales, mostré un comportamiento cinético monoexponencial, siendo
lineal (r* > 0.98) durante los 30 primeros segundos (figura 5 inserto).

Si se compara con el comportamiento cinético de las mitocondrias procedentes
de diferentes tejidos, se podria concluir que las mitocondrias de cerebro son las que
presentan mayor actividad del uniportador de Ca’* (el proceso de captacién alcanza el
equilibrio aproximadamente a los 20 segundos) mientras que las mitocondrias adrenales,
estarian en concordancia con las procedentes de tejido cardiaco, en las que la captacién
de Ca®* se equilibra aproximadamente a los 5 minutos de iniciar el proceso (Davidoff,
1974; Nicholls, 1978b).

A continuacién se estudié la dependencia de la velocidad de captacién del
uniportador con [a concentracién de Ca?* extramitocondrial, midiendo el contenido en
Ca’* intramitocondrial en la fase lineal del proceso, a los 5 segundos de iniciar la

captacion.
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FIGURA 5.- CINETICA DE CAPTACION DE Ca®*,

Se incubaron las mitocondrias (1 mg/l ml, volimen final) a 25°C durante S minutos en el
tampdn de captacidn descrito en la tabla 7. Se afadié al medio 25 pM Ca®* tomando alicuotas de 0,1 mi
a tiempos cortos crecientes siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material y
Métodos.

Inserto: Transformacién lineal de los datos (r* > 0,9) de acuerdo a la ecuacién integrada de
pseudoprimer orden que se refleja en la seccidn de Material y Métodos. Los resultados corresponden a

la media de dos experimentos realizados por duplicado con diferentes lotes de mitocondrias.
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Los datos experimentales se ajustaron mediante la ecuacién de Michaellis y
Menten (figura 6), y a partir de la representacién directa de los mismos se pudo
apreciar una relacion hiperbdlica entre la actividad del uniportador y la concentracién
extramitocondrial de Ca’**. Mediante la transformacién lineal de los datos
experimentales a la ecuacién de Eadie Hofstee (figura 6 inserto), se obtuvieron los
pardmetros cinéticos que caracterizan al uniportador de Ca®*, Km = 20,9 + 3,2 uM
y Vmax = 148,1 + 7,2 nmoles Ca’* min' mg' de proteina.

La relacion hiperbélica obtenida estd en concordancia con los datos existentes
en mitocondrias procedentes de tejido cardiaco (Crompton y col., 1976b) y de higado
(Affolter y Carafoli, 1981). Sin embargo, en otros estudios se ha observado una
relacién sigmoidea (Scarpa y Graziotti, 1973b; Bygrave, 1978). Dicha relacién
coincidié con la presencia de Mg’* en el medio de captacién, y se asocié a una
interaccién competitiva entre Mg?* y Ca’>* por su unién al uniportador (Reed y
Bygrave, 1975). También se explicé la relacion de sigmoidicidad mediante Ia
descripcion de dos sitios de unidn para el Ca’* sobre el uniportador (Vinogradov y
Scarpa, 1973).

La Km del uniportador por el Ca** en mitocondrias procedentes de médula
adrenal es ligeramente superior a los valores de Km descritos previamente en
mitocondrias cardiacas (Km 10-15 uM) (Crompton y col., 1976 b; Nicholls y Crompton
1980); sin embargo, estan en concordancia con los datos recientemente publicados en
los que se describe un intervalo mds amplio de valores de Km, oscilando entre 5 y 30
uM, dependiendo del tejido del que procedan las mitocondrias y de la composicién del
medio de captacion (Richter y Kass, 1991).

Con respecto a los valores de Vmax descritos en los diferentes tejidos
estudiados, éstos varian segiin el método empleado en la homogenizacién del tejido
durante el aislamiento de las mitocondrias. Asi, en mitocondrias obtenidas mediante
diseccién mecdnica del tejido, como por ejemplo utilizando polytron, los valores de

Vmax oscilaron entre 280-600 nmol Ca’* mg™ min™ (Crompton y col., 1976b; Vercesi
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FIGURA 6.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Ca’* EXTERNO SOBRE LA
VELOCIDAD DE CAPTACION.

Las mitocondrias (1 mg/ml) se incubaron en 0,5 ml de tampén de captacion. Se afadié al medio
concentraciones crecientes de Ca™ (3-100 uM). Siguiendo el protocolo experimental descrito en la
seccidn de Material y Métodos, se midié el Ca®* acumulado a los S segundos de iniciar la captacién. Los
datos experimentales se ajustaron mediante la ecuacién de Michaelis y Menten.

Inserto: transformacién lineal (r* > 0,98) de los datos mediante la representacion de Eadie-
Hofstee. Los pardmetros se describen en el texto.

Los datos representados corresponden a la media de cuatro experimentos realizados en duplicado

con diferentes lotes de mitocondrias.
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y col., 1978; McMillin-Wood y col., 1980); mientras que si el método empleado
consistia en la digestién enzimdtica del tejido, las mitocondrias parecen ser mas activas,
con valores de Vmax comprendidos entre 400-1770 nmol Ca’*min" mg" (Vercesi y
col., 1978; McMillin-Wood y col., 1980).

Asf, la Vmax (148,1 nmoles Ca’* min"' mg") del uniportador de Ca’** de
mitocondrias procedentes de médula adrenal, obtenidas mediante homogenizacién del
tejido con polytron, estan en concordancia con los valores de Vmax obtenidos en

mitocondrias aisladas mediante homogenizacion mecdnica del tejido.

2.1.- Captacién de Ca** en granulos cromafines.

La fraccion mitocondrial procedente de médula adrenal no constituye una
fraccion absolutamente pura debido a la contaminacién de grdnulos cromafines
(Ballesta, 1989). Por lo tanto, se realizaron experimentos de captacién en granulos
cromafines purificados con el fin de determinar si existfa alguna contribucidén
significativa por parte de ellos sobre los pardmetros cinéticos obtenidos.

Las mitocondrias y los granulos cromafines se separaron mediante un gradiente
discontinuo de sacarosa (ver apartado de Material y Métodos). El precipitado resultante

“de dicho gradiente, se denominé fraccién de grinulos ya que en ésta, las vesiculas
cromafines se purificaron unas 20 veces a partir del sobrenadante de 800xg, mientras
que el grado de purificacién de las mismas obtenido en la fraccién mitocondrial es de
aproximadamente 4 veces (Ballesta, 1989).

La fraccién de grdnulos fue resuspendida en el mismo tampén que las
mitocondrias. El protocolo experimental, medio de ensayo y sustratos utilizados para
medir el influjo de Ca®* en granulos cromafines, as{ como la concentracién de proteina
y de Ca’* empleadas, fueron idénticas a las empleadas para estudiar el uniportador de

Ca**en mitocondrias.
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En las condiciones en las que las mitocondrias presentan una capacidad para
acumular entre un 80 y 90% del Ca*>* afiadido (ver figura 5), la captacién de la fraccién
granular pura (1 mg/ml, volumen final), nunca superd el 4% del Ca** anadido, incluso
transcurridos 10 minutos de captacién (figura 7).

Por otro lado, las condiciones experimentales idéneas para la captacion de Ca®*
en mitocondrias, descritas en el apartado anterior, no coinciden con las condiciones
Optimas de captacion en granulos cromafines descritas por varios grupos (Kostron y
col., 1977; Phillips, 1981; Niedermaier y col., 1981; Burger y col., 1984; Haigh y
Phillips, 1989). Existen diferencias de temperatura Gptima, ausencia de ATP, presencia
de rotenona y velocidad de captacién de Ca’*; de este modo, se puede descartar una
influencia significativa de los granulos cromafines presentes en los ensayos de captacion

de Ca’* por mitocondrias adrenales.
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FIGURA 7.- CAPTACION DE Ca’* POR GRANULOS CROMAFINES.

Los granulos cromafines (1mg/ml, voliimen final) se trataron tal y como se describe en la figura
5, midiendo el contenido de Ca®* intravesicular a distintos tiempos de la forma descrita en la seccién de
Material y Métodos.

Los datos corresponden a la media de dos experimentos realizados por duplicado con diferentes

preparaciones de grdnulos cromafines.
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3.- EFECTO DEL ROJO RUTENIO SOBRE EL UNIPORTADOR DE Ca’*.

El colorante rojo rutenio (RR) actiia especificamente sobre el uniportador de
Ca?* mitocondrial inhibiendo de forma no competitiva la actividad de dicho uniportador
(Reed y Bygrave, 1974), sin interferir sobre la fuerza inductora del influjo de Ca’* al
interior mitocondrial (Moore, 1971).

La importancia del rojo rutenio radica en que permite establecer la existencia de
sistemas de transporte independientes para los movimientos de entrada y salida de Ca**
en mitocondrias, y de este modo, facilita el estudio de ambas rutas por separado
(Bygrave, 1978).

Con el fin de estudiar las rutas de salida de Ca** en mitocondrias adrenales, se
caracteriz$ en primer lugar el efecto inhibidor del RR sobre el uniportador de Ca**
utilizando un intervalo de concentracién comprendido entre 0,002 y 20 uM. Para ello,
las mitocondrias se incubaron a 25°C durante 5 minutos con rojo rutenio antes de
iniciar el proceso de captacion.

En la figura 8 se puede apreciar el potente efecto inhibidor del RR, que a la
minima concentracién utilizada (0,002 xM), inhibié un 75% la captacién de Ca** con
respecto al control realizado en ausencia del mismo. A partir de la concentracién 2 uM
se alcanzé una inhibicion del 92,4% que no varié significativamente con
concentraciones .superiores, siendo por tanto, la concentracién de RR 2 uM la que se

utilizé para realizar el blogueo de la captacién de Ca®* en estudios posteriores.
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FIGURA 8.- INHIBICION DEL UNIPORTADOR DE Ca** CON ROJO RUTENIO.

Las mitocondrias (0,7 mg/ml) se incubaron durante 5 minutos a 25°C en 0,5 ml de tampén de
captacién en ausencia y presencia de distintas concentraciones de rojo rutenio. La concentracién de Ca?*
utilizada fue 25 uM, midiendo ¢l contenido de Ca®* mitocondrial tras 10 segundos de captacién. La figura
representa el porcentaje de inhibicién de la captacién con respecto al nivel de Ca?* acumulado en ausencia
de rojo rutenio.

Los datos corresponden a un experimento realizado por triplicado.
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4.- SALIDA DE Ca**.

Una vez caracterizado el uniportador de Ca’* en mitocondrias adrenales, y
elegidas las condiciones Optimas para retener el Ca?* acumulado, se estudiaron los
sistemas de eflujo descritos en otros tejidos, el intercambio Na*/Ca?* y el eflujo de
Ca’* independiente de Na*.

Para realizar este estudio, se eligié un tiempo de captacién de 2 minutos, tiempo
en el que previamente quedé demostrado que el influjo de Ca’?* se encontraba en
equilibrio, y se utilizé una concentracién de Ca?* elevada (50 uM), con el fin de
conseguir que las mitocondrias acumulasen suficiente Ca®* y asi poder observar una

respuesta optima al estimular su eflujo.

4.1.- EFLUJO BASAL DE Ca**.

Como ya ha sido descrito, el ADP ejerce un papel modulador regulando la
capacidad de acumular y retener Ca’* en la matriz mitocondrial (Carafoli y col., 1965).
Utilizando mitocondrias procedentes de higado, Heffron y Harris (1981) consiguieron
disminuir el eflujo basal de Ca®* en presencia de ADP, con lo cual se obtenia una
respuesta mayor de las mitocondrias hepdticas ante el estimulo del Na*.

Por otro lado, estudios realizados en tejidos excitables, describieron un efecto
inhibidor del ADP sobre la salida de Ca?* tanto independiente como dependiente de
Na*, en funcién de la capacidad del ADP para estabilizar los cristales de hidroxiapatita
en la matriz, modificando por lo tanto, el poder intramitocondrial de tamponamiento de
Ca®* (Vitorica y Satrustegui, 1985).

A partir de estos datos, se estudid el bloqueo de la captacién de Ca** y la
capacidad de retencién del mismo, bloqueando el uniportador de Ca?* mediante la

adicién del colorante RR (2 uM) sélo o en combinacién con ADP.
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Al bloquear el uniportador de Ca** con RR 2 uM suplementado con ADP entre
5 y 30 uM, se comprobé que el eflujo basal de Ca?* disminufa al aumentar la
concentracién de ADP en el medio. En concreto, a los 5 minutos de haber bloqueado
el uniportador de Ca**, entre un 89 y 98% del Ca?* captado permanecia acumulado,
frente a un 84% retenido en ausencia de ADP (figura 9a).

‘La eleccion de la concentracién de ADP se basé en los datos existentes sobre
el papel inhibidor del mismo sobre el intercambio Na*/Ca?*. La concentraciém de ADP
elegida (16 M) retiene aproximddamente un 95% del Ca®* acumulado y por otro lado,
es muy inferior a las concentraciones inhibitorias descritas por otros autores (Vitorica
y Satristegui, 1985).

En Ja misma figura 9b, se representa un experimento control realizado por
duplicado en el que se compara el porcentaje de retencién del Ca®* a distintos tiempos,
una vez bloqueado el uniportador de Ca** con RR uM en ausencia y presencia de ADP
16 M. Como se puede comprobar, el bloqueo del uniportador de Ca?* con RR 2uM
fue mas efectivo en presencia de ADP, y la concentracién elegida (16 uM) fue
suficiente para retener practicamente el 100% del Ca>* acumulado por las mitocondrias,
frente a un 85% retenido en su ausencia.

Asi pues, mediante el bloqueo previo del uniportador con RR 2 uM/ADP
16 uM, se caracterizé el eflujo de Ca’* de forma independientemente del proceso de

captacién del mismo.
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FIGURA 9.- BLOQUEO DEL UNIPORTADOR DE Ca?*.

Las mitocondrias (0,5 mg/0,5 ml, volimen final) se incubaron en tampdn de captacién al que
se afiadi6 Ca®* 25 uM.

Figura 9a.- Se midi6 el Ca®* acumulado durante 2 minutos, periodo tras el cual se bloqueé la
captacién de Ca** con RR 2 uM en ausencia y presencia de ADP (5-30 pM). Se midi6 el Ca?*
intramitocondrial a los 5 minutos de efectuar el bloqueo del uniportador de Ca’*. En la figura se
representa el porcentaje de Ca?* que permanece en el interior mitocondrial con respecto al Ca?* captado.

Figura 9b.- Curso temporal del bloqueo del uniportador de Ca®* con RR 2 uM en ausencia
(.M )y presencia ( @ ) de ADP 16 uM.

Los datos corresponden a dos experimentos independientes realizados por duplicado.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusién 80

4.2.- INTERCAMBIO Na*/Ca’*.

El intercambio Na*/Ca®* es la ruta de salida de Ca®* predominante en tejidos
excitables, por lo tanto, en primer lugar se realizé el estudio y caracterizacién de dicho
sistema en mitocondrias de médula adrenal bovina.

El intercambiador Na*/Ca’* presenta sitios reguladores para el Ca* en la
superficie externa de la membrana mitocondrial interna, diferentes de 1os sitios de unién
para el mismo como sustrato de intercambio (Hayat y Crompton, 1982; 1985), de forma
que, concentraciones extramitocondriales de Ca®* comprendidas entre 3 y 6 uM, dan
lugar a la inhibicién mdxima del intercambio Na*/Ca?* (Hayat y Crompton, 1982). Por
lo tanto, debido a la sensibilidad del transportador al Ca®* extramitocondrial el eflujo
de Ca’* se estimulé con Na* en presencia de EDTA 0,1 mM.

El estudio cinético de dicho sistema se lievé a cabo estimulando con Na* 15 mM
y midiendo el contenido en Ca* intramitocondrial a tiempos crecientes a partir de los
10 segundos de haber estimulado el intercambio Na*/Ca®*. Los resultados mostraron
que dicho proceso alcanzé el equilibrio aproximadamente a los 7 minutos de iniciar el
estimulo (figura 10). Al realizar la transformacién lineal de los datos experimentales
(figura 10 inserto) se observé que la velocidad de salida de Ca?* estimulada por Na*,
fue lineal (r> = 0,995) durante los 2 primeros minutos.

Posteriormente se caracterizé el eflujo de Ca?* bajo distintas concentraciones
extramitocondriales de Na* (3-50 mM), midiendo el Ca®* retenido tras ! minuto de
estimulo. El eflujo de Ca>* se obtuvo mediante la diferencia entre el Ca* que
permanece acumulado en el interior mitocondrial antes y después de estimular el
intercambio Na*/Ca?*.

La velocidad inicial del eflujo de Ca* presenté una dependencia sigmoidea con
la concentracién externa de Na* (figura 1la). A partir del andlisis de los datos
experimentales mediante la ecuacién de Hill (figura 11a inserto), se obtuvo un
coeficiente de Hill de 1,6 + 0,1, indicando con ello la participacién de mas de una

molécula de Na* por cada Ca®* intercambiado en el proceso.
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FIGURA 10.- CINETICA DE SALIDA DE Ca?*.

Las mitocondrias (1 mg/ml) se incubaron en 0,6 ml de tampén de captacién durante 5 minutos
a 25°C, periodo tras el cual se anadi6 el Ca?* (50 uM). Se sigui6 el protocolo experimental descrito en
la seccién de Material y Métodos, midiendo el Ca®* intramitocondrial a diferentes tiempos una vez
estimulado el eflujo de Ca®** con Na* 15 mM/EDTA 0,1 mM.

Inserto: linearizacién de los datos experimentales mediante la ecuacién integrada de pseudoprimer
orden descrita en la seccién de Material y Métodos.

Los datos corresponden a dos experimentos realizados por duplicado con distintos lotes de

mitocondrias.
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FIGURA 11.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na* EXTERNO SOBRE LA
VELOCIDAD DE SALIDA DE Ca®*.

Tras la adicién de Ca?* (50 uM), lgs mitocondrias (1 mg/ml, voldmen final) acumularon Ca?*
durante 2 minutos, periodo tras el cual se bloques el uniportador de Ca>* con RR 2 uM/ ADP 16 uM
siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material y Métodos. Se midié el Ca?*
intramitocondrial tras 1 minuto de estimular el eflujo con Na* (2-50 mM)/EDTA 0,1 mM.

Figura 11a.- Representacién de los datos experimentales mediante la ecuacién transformada de
Michaelis y Menten. Inserto: Representacién lineal de los datos experimentales mediante al ecuacién de
Hill. Se tomaron los valores comprendidos entre el 10 y 90% de la Vmax obtenida en la figura 1la.

Figura 11b.- Representacién de Scatchard de los datos experimentales de la figura 11a.

Los pardmetros de la figura 11 se describen en el texto. Los datos corresponden a la media de

4 experimentos, realizados por duplicado y con diferentes preparaciones de mitocondrias.
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Por otra parte, al no poder medir la concentracién de Ca?* libre
intramitocondrial, no se puede estudiar la dependencia de la velocidad del proceso con
respecto a la misma, por lo que el valor obtenido del coeficiente de Hill no puede
utilizarse para diagnosticar la estequiometrfa del proceso de intercambio.

Mediante el ajuste de los datos experimentales tal y como se describe en la
seccién de Material y Métodos, se calcularon los pardmetros cinéticos del intercambio,
obteniendo una afinidad del sistema por el Na* extramitocondrial, definida por la Km,
de 10,0 + 0,9 mMy una Vmax del eflujo de 9,2 + 0,4 nmol de Ca®* min® mg™.

El andlisis de Scatchard de los datos experimentales (figura 11b) di6 lugar a una
representacion no lineal con un mdximo pronunciado, que reflejé la relacién y grado
de cooperatividad positiva de la unién del Na* sobre la ‘molécula responsable del
intercambio.

Los resultados obtenidos, tanto dependencia sigmoidea del sistema sobre la
concentracion extramitocondrial de Na*, como la afinidad del sistema por el Na* y la
velocidad médxima del eflujo, estan en concordancia con los datos descritos en
mitocondrias procedentes de tejidos excitables (Km = 5-8 mM y Vmax = 12-27
nmoles min" mg™) (Carafoli, 1987), superando la Vmax los valores descritos en tejidos
tales como higado, pulmén o corteza renal (1,6-2,7 nmoles min'mg™) (Crompton y

col., 1978; Haworth y col., 1980; Carafoli, 1987).

4.2.1.- Efecto de los nucledtidos de adenina sobre el intercambio Na*/Ca?*.

Los nucledtidos de adenina presentan la capacidad de prolongar el tiempo de
retencién del Ca®* acumulado (ADP> ATP) (Carafoli y col., 1965; Zoccarato y col.,
1981), y por otro lado, en funcién de esta propiedad, se describié el efecto inhibidor
de ADP sobre el intercambio Na*/Ca>* en mitocondrias de cerebro (Vitorica vy

Satristegui, 1985).
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La caracterizacién del uniportador de Ca?* y del intercambio Na*/Ca’* de
mitocondrias adrenomedulares, se realizé en presencia de ADP 16 uM en el medio de
captacién, y presente también junto con RR en el bloqueo del influjo de Ca?®*,
condiciones que mediante controles previos se determinaron idéneas para realizar el
estudio de los movimientos de Ca?*.

Recientemente ha sidp descrito el efecto inhibidor del ADP sobre la fijacién de
PH]nitrendipina al DHPr mitocondrial (Zernig y col., 1988). Puesto que el siguiente
objetivo a cubrir en esta memoria era el estudio de la modulacién del intercambio
Na*/Ca** por derivados DHP, y teniendo en cuenta ademis el efecto de los nucledtidos
de adenina sobre dicho sistema de eflujo, se estudi6 en primer lugar la posiblidad de
excluir el ADP del medio de captacién.

Se realiz6 un experimento control sobre el proceso de captacion en ausencia y
presencia de ADP 16 uM (figura 12). Se observé que en presencia de acetato 10 mM
y PO,H,K 0,2 mM en el medio, y utilizando una concentracién de Ca** de 50 uM, no
existian diferencias significativas entre el nivel de Ca?* acumulado en presencia o
ausencia de ADP. Asi pues, se determiné descartar la presencia de ADP en el medio
de captacién.

Contrastando con el estudio de los factores externos que afectan el transporte de
Ca’* mitocondrial, se apreci6 la necesidad de utilizar ADP en un medio suplementado
con PO,H,K pero que carecfa de acetato utilizando ademds una concentracién de Ca2*
de 25 pM (figura 3). /

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusién , 85
& 45
O
O N
0 3
© a 3o}
o o
\O E
2 £
-
ey L
o £ 13
&
0 { N
0 2 4

Tiempo (min)

FIGURA 12.- EFECTO DEL ADP SOBRE LA CAPTACION EN UN MEDIO SUPLEMENTADO
CON ACETATO.

Las mitocondrias (1mg/ml) se incubaron en 0,7 ml de tampén de ensayo suplementado con
succinato 5 mM, rotenona 4 uM, Pi 0,2 mM y acetato 10 mM, en ausencia (&) y presencia (O) de ADP
16 uM en el medio de captacién. La concentracién de Ca®* utilizada fue 50 uM.

Los datos corresponden a 2 experimentos realizados por duplicado con diferentes preparaciones

de mitocondrias.

El siguiente paso por tanto, fue realizar la caracterizacién del intercambio
Na*/Ca’* en ausencia de ADP en el medio de captacién, pero debido a la eficacia
observada de dicho nucleétido sobre el eflujo basal de Ca’*, se mantuvieron las

condiciones elegidas para realizar el bloqueo de la captacién de Ca?*
(RR 2 uM/ADP 16 uM).
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La representacién directa de los resultados obtenidos, mostré una relacién

hiperbdlica del intercambio Na*/Ca2*, con respecto a la concentracién externa de Na*
(figura 13). Al analizar los datos experimentales mediante la ecuacién de Hill (figura
13 inserto), el coeficiente de Hill resultante n,= 1,4 + 0,2, sugirid la participacién de
mds de 1 Na* por cada Ca®>* en el proceso de intercambio.
_4 Mediante el ajuste de los datos experimentales, segin se describe en Material
y Métodos, se obtuvieron los pardmetros cinéticos del proceso, Vmax = 8,5 + 0,4
nmoles de Ca** min' mg”' y Km = 4,2 + 0,5 mM. El andlisis de los mismos mediante
la representacién de Scatchard (figura 13b) dié lugar a una representacién concava con
un maximo pronunciado, mostrando una relacién de cooperativida positiva por la unién
del Na* externo.

Al comparar con los resultados obtenidos en presencia de ADP en el medio de
captacion (apartado anterior), se observé que, tanto la relacién sigmoidea con respecto
a la concentracién externa de Na*, como la afinidad del sistema por el Na* fueron
afectados por el ADP. Al excluir el ADP del medio de captacidén, se aprecid una
relacién hiperbélica mostrando ademds, una mayor afinidad del sistema por el Na™,
disminuyendo la Km desde 10 mM hasta 4,2 mM.

Sin embargo, la Vmax del intercambio, asf como la relacién de cooperatividad
positiva por la unién de] Na* a la molécula responsable del intercambio, no fueron
afectadas por la ausencia de ADP en el medio de captaci6n.

Los resultados obtenidos confirmaron que el efecto del ADP sobre el
intercambio Na*/Ca’* no era ejercido directamente sobre. la entidad molecular
responsable de dicho intercambio, ya que como anteriormente se demostré en
mitocondrias procedentes de higado o cerebro (Zoccarato y col., 1981; Vitorica y
Satristegui, 1985), el efecto inhibidor del ADP sobre el eflujo de Ca** era ejercido a
través del transportador de nucledtidos mediante la inhibicién del eflujo de PO,H,K y

retencion por tanto del Ca’* en la matriz mitocondrial.
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FIGURA 13.- EFECTO DEL ADP SOBRE EL INTERCAMBIO Na*/Ca?*.

Las mitocondrias (1mg/ml, volimen final) se incubaron siguiendo las mismas condiciones y
protocolo experimentales descritos en la figura 11, excepto que en este caso el ADP no estaba presente
en el medio de captacién.

Figura 13a.- Cinética de salida de Ca®*. El intervalo de concentracién de Na* utilizado estuvo
comprendida entre 3 y 75 mM. Inserto: representacién de Hill de los datos experimentales, tomando los
valores comprendidos entre el 10 y 90% de la Vmax definida a partir de la figura 16a.

Figura 13b.- Anilisis de los datos experimentales mediante la representacién de Scatchard.

Los pardmetros obtenidos se describen en el texto. Los datos corresponden a dos experimentos

independientes realizados por duplicado con diferentes preparaciones mitocondriales. .
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Ante los resultados obtenidos, para estudiar la modulacién de este sistema de
intercambio, y puesto que la captacién de Ca’* en ausencia de ADP no disminuia con
respecto a su presencia, el ADP no se incluyé en el medio de captacién en

experimentos posteriores.

El estudio del efecto del ATP sobre el intercambio Na*/sz*, se realizd
anadiendo éste una vez que las mitocondrias habfan acumulado Ca?* vy tras bloquear el
uniportador de Ca** con RR 2 uM/ADP 16 uM.

El ATP se adiciond al medio 1 minuto antes de estimular el eflujo de Ca?* con
Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM y se midi6 el contenido en Ca®* intramitocondrial a los 5
minutos, obteniendo el eflujo neto de Ca?* mediante la diferencia entre el Ca’* que
permanece acumulado en el interior mitocondrial en ausencia y presencia de
Na*/EDTA.

Al analizar los resultados (figura 14), se observé un efecto inhibidor dependiente
de concentracién sobre el intercam_bio Na*/Ca®*, necesitando concentraciones de ATP
superiores a 2 mM para inhibir en un 50% el eflujo de Ca?*.

Entre los datos existentes sobre la accién del ATP sobre los movimientos de
Ca’*, se describi6 la retencién del Ca2* acumulado por las mitocondrias en presencia
de ATP, disminuyendo por tanto el eflujo de Ca®>* (Harris, 1977). Posteriormente se
describié el efecto estimulador del ATP sobre el intercambio Na*/Ca?* de forma
indirecta, revertiendo el efecto inhibidor del Mg?* sobre dicho sistema (Hayat y
Crompton, 1987). Los resultados obtenidos parecen estar relacionados con el papel del
ATP en el mantenimiento del Ca’* acumulado pues en las condiciones experimentales
utilizadas, no estaban presentes ni Mg?* ni Ca?* extramitocondriales para modular dicho

sistema de intercambio.
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FIGURA 14.- EFECTO DEL ATP SOBRE EL INTERCAMBIO Na*/Ca?*.

Las mitocondrias (1 mg/ml, voliimen final) se incubaron en el tampén de ensayo descrito en la
figura 13. Tras la adicién del Ca®* (50 uM) y 2 minutos de capatacion se bloqueé el uniportador con RR
2uM/ADP 16uM. Tras 1 minuto de bloqueo, se adicioné ATP (0,1-2 mM) al medio, estimulando 1
minuto después el eflujo con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. Se representa el porcentaje de eflujo de Ca®*
con respecto a las condiciones control, tras 5 minutos de estimulo.

Los datos corresponden a dos experimentos realizados por duplicado.
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4.3.- SALIDA DE Ca’> INDEPENDIENTE DE Na*.

El protocolo experimental que se siguié para realizar este estudio fue el mismo
que el descrito al estudiar el intercambio Na*/Ca?*, excepto que el estimulo del eflujo
de Ca’* consisti6 en aumentar la concentracién de protones en el medio mediante la
adicién de CIH 0,1 M, disminuyendo el pH del medio desde 7,2 hasta 6, 15, por lo que
en este caso se utilizé tampén PIPES 50 mM.

Se midi6 el Ca’* intramitocondrial transcurridos 2 y 10 minutos de la adicién
de H*. Como se puede observar en la figura 15, la salida de Ca®* independiente de Na*
fue més acusada conforme se aumentaba la concentracién de H* en el medio, siendo
practicamente nulo a pH 6,9, aunque a pH 6,6 y 6,9 se produjo una salida de Ca®* de
un 30% aproximadamente. Con motivo de comparacién, en la misma figura se
representan las condiciones control (pH 7,2), en las que el eflujo fue estimulado con
Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. De los resultados obtenidos, se puede concluir que en
nuestras condiciones experimentales el eflujo de Ca?* independiente de Na* en
mitocondrias adrenomedulares, representa menos de un 10% (a los 10 minutos de ser
estimulado por distintas concentraciones de H*) frente a un 90% del intercambio
Na*/Ca’* en las condiciones control. De esta forma, se comprob(’) que al igual que en
los demds tejidos excitables estudiados (Crompton y col., 1978), en mitocondrias de
médula adrenal el intercambio Na*/Ca?* era cuantitativamente mas importante,

constituyendo la via principal de salida de Ca®*.
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FIGURA 15.- SALIDA DE Ca** INDEPENDIENTE DE Na*.

Se siguié el protocolo experimental descrito en la seccién de Material y Métodos. Las
mitocondrias (1,5 mg/1 mi, volimen final) acumularon Ca?** durante 2 minutos, y tras 2 minutos de
bloqueo del uniportador con RR 2u/ADP 16 uM, se estimul6 el eflujo de Ca?* mediante la adicién de
las siguientes concentraciones de H*: 0,063 yM (I pH 7,2); 0,126 yM ( O pH 6,9); 0,25 uM
(@ pH6,6); 0,71 uM (. pH 6,15).

Se midi6 el Ca®* mitocondrial a los 2, 4 y 12 minutos de bloquéo del uniportador y a los 2 y
10 minutos de estimulo, tratando las muestras como se describe en la seccién de Material y Métodos. Con
motivo de comparacién, se representa la salida de Ca’* estimulada por Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM
(O3 pH 7,2, control).

Los datos corresponden a 2 experimentos realizados por duplicado con diferentes preparaciones

de mitocondrias.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusién _ 93

5.- EFECTO DE FARMACOS SOBRE LOS MOVIMIENTOS DE Ca®*.

Para estudiar el efecto de los diferentes firmacos sobre los movimientos de
Ca**, se determing en primer lugar, el tiempo de incubacién necesario para observar
su efecto, tanto a nivel del uniportador de Ca®* como sobre la actividad del intercambio
Na*/Ca?*. Para ello, las mitocondrias se incubaron a 25°C en ausencia y presencia de
nitrendipina durante diferentes tiempos antes de la adicién de Ca?* 50 uM.

La concentracién de nitrendipina utilizada para llevar a cabo este estudio (10
pM) se eligié en funcién de los datos existentes en la bibliografia sobre el acimulo
intracelular de bloqueantes del Ca?*, y la necesidad de elevadas concentraciones de los
mismos para observar su efecto sobre los movimientos de Ca®* en organelas aisladas
(Lillmann y Mohr, 1987; Pang y Sperelakis, 1983).

Con respecto a la actividad del uniportador de Ca®*, los resultados obtenidos
quedan reflejados en la figura 16, en la que se observa que el Ca®* acumulado por las
mitocondrias en presencia de nitrendipina (10 M), no presenté diferencias
significativas con respecto al actimulo de Ca?* Jén las condiciones control,
independientemente del tiempo de incubacion.

Al mismo tiempo se estudié el eflujo de Ca®>* estimulado por Na*, observando
que incluso al preincubar las mitocondrias durante 5 minutos con nitrendipina 10 uM,
se apreciaba el efecto inhibidor de la misma sobre el intercambio Nat/Ca?*
transcurridos 10 minutos de estimulo. El tiempo de incubacién a partir del cual
nitrendipina mostré su efecto méximo sobre el eflujo de Ca?*, fue de 15 minutos.

En funcién de su efecto sobre el intercambio Na*/Ca?*, y con el fin de mantener
las mismas condiciones experimentales tanto en los estudios de captacién como de salida
de Ca’*, se eligié un tiempo de 15 minutos para incubar las mitocondrias con los

diferentes fArmacos antes de anadir Ca?*.
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FIGURA 16.- TIEMPO DE INCUBACION DE NITRENDIPINA.

Las mitocondrias (1 mg/ml, volimen final) se incubaron en presencia de nitrendipina 10 uM,
durante 5, 15 y 30 minutos a 25°C. Tras la adicién de Ca’* (50 pM) se midié a los 2 minutos, el
acimulo de Ca® ([ ). El uniportador de Ca?* se bloques con RR/ADP y a continuacién de
estimul$ el eflujo de Ca’* con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM, midiendo el Ca®* retenido por las
mitocondrias a los 10 minutos de estimulo (% ).

En ausencia de nitrendipina (control), las mitocondrias se preincubaron durante 5 minutos,
siguiendo el mismo protocolo experimental descrito.

Los resultados son la media de dos experimentos realizados por duplicado.
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Por otro lado, estudios recientes sobre el acimulo de [*H]nitrendipina en tejido
cardiaco, han demostrado que la accién de nitrendipina sobre la respuesta contrictil es
paralelo a un aumento en la concentracién intracelular de nitrendipina en un intervalo
comprendido entre 1 y 100 uM (Lillmann y Mohr, 1987).

Teniendo en cuenta ademds los datos existentes a nivel de fijacién de
radioligandos sobre el DHPr mitocondrial, el intervalo de concentracién de los
diferentes firmacos utilizados para estudiar la modulacién de éstos sobre el uniportador
de Ca’* y el intercambio Na*/Ca’>* estuvo comprendido, en la mayorfa de los casos,
entre 0,01 y 100 uM.

5.1.- CAPTACION DE Ca**.

En primer lugar, se estudi6 el efecto de los diferentes farmacos (0,01-100 M)
sobre el uniportador de Ca*, para ello, tras preincubar las mitocondrias a 25°C durante
15 minutos, en ausencia (control) y presencia de los distintos formacos empleados, se
midié el Ca®* acumulado por las mitocondrias durante 2 minutos.

A partir de los resultados mostrados en la tabla 7, se observa que ni los
fdrmacos pertenecientes al grupo de las DHP, ni verapamil ni diltiazem, tuvieron efecto.
sobre la actividad del uniportador de Ca’>*, al no apreciarse diferencias significativas
entre el nivel de Ca’* acumulado por las mitocondrias en condiciones control, y en
presencia de la concentracion médxima de firmaco utilizada.

Existen muy pocos datos en la bibiografia en relacién a la modulacién por los
diferentes grupos de bloqueadores del Ca* sobre el uniportador de Ca** mitocondrial.
Entre éstos, algunos concuerdan con los resultados obtenidos en esta memoria, ya que
reflejan la carencia de efecto de dichos firmacos sobre el influjo de Ca?* en
mitocondrias cardiacas (Vaghy y col., 1982; Matlib y col., 1983).

Sin embargo, existen datos contradictorios que describen un efecto inhibidor de
dichos farmacos sobre el uniportador de Ca?* en mitocondrias procedentes también de

tejido cardiaco (Baydoun y col., 1986; Buss y col., 1988). Entre éstos, algunos
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describen valores de ICs, superiores a 150 pM (Buss y col., 1988), concentracién que
supera el limite de solubilidad observado para la mayorfa de las DHP utilizadas.

Aunque las condiciones experimentales utilizadas por los diferentes autores
difieren de las empleadas en esta memoria, cabria destacar las diferencias observadas
en relacién al protocolo de aislamiento y al medio de ensayo utilizado por el grupo de
Buss. La homogenizacién mediante digestién enzimdtica del tejido, la presencia de ATP
y Mg** en el medio de captacidn, son condiciones que han sido descritas que interfieren
sobre la actividad del uniportador de Ca®* (Harris, 1977; Allshire y Heffron, 1983), y
que tal vez podrian explicar las diferencias observadas por el grupo de Buss en relacién
al efecto inhibidor que ejercen las DHP, verapamil o diltiazem sobre el uniportador de
Ca’* de mitocondrias cardiacas (Buss y col., 1988). En este trabajo, la actividad del
uniportador en condiciones control, fue muy inferior a la observada por otros autores
(Vaghy y col. 1982) y en relacién a los resultados descritos en esta memoria.

Por otro lado, se describi6 que Bay K 8644, estimulaba la captacién neta de
Ca’* e inhibfa la velocidad de captaciéon de Ca** (Baydoun y col., 1990). Las
diferencias observadas en cuanto a la temperatura (37°C), volumen de ensayo (10 ml)
y concentraciéon de protefna (0,25 mg/ml), fueron condiciones experimentales
descartadas mediante controles previos para estudiar los movimientos de Ca?* en esta
memoria, condiciones que tal vez sean responsables de las diferencias observadas con

respecto a los resultados aqui mostrados.
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TABLA 7.- EFECTO DE LOS DIFERENTES FARMACOS SOBRE LA CAPTACION DE

CALCIO.
FARMACO nmol Ca®*/mg prot. n
Control 42 + 1 7
nitrendipina 40 + 3 7
nimodipina 42 + 3 3
nifedipina 41 + 3 4
felodipina 48 + 4 3
- PN 200-110 43 + 2 6
CGP 28392 45 + 1 4
amlodipina 41 + 2 3
Bay K 8644 43 1+ 1 3
diltiazem 44 + 3 3
verapamil 44 + 2 3

Las mitocondrias (1mg/ml, volumen final) se incubaron a 25°C durante 15 minutos con
los distintos firmacos. A continuacién se adicioné al medio Ca?* (50 uM). Tras 2 minutos de
captacién se tomaron alicuotas de 0,1 ml que se filtraron y lavaron tal y como se describe en
Material y Métodos. En la tabla se representa el Ca®* acumulado por las mitocondrias a una
concentracién de fdrmaco de 100 uM, excepto en el caso de verapamil que fue 2mM.

n corresponde al nimero de experimentos realizados por duplicado, utilizando distintos

lotes de mitocondrias.
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5.2.- SALIDA DE Ca®™.

De los dos mecanismos implicados en la salida de Ca?*, se estudié en primer
lugar el intercambio Na*/Ca’*, dado que cuantitativamente representa el mecanismo
mds importante en mitocondrias de médula adrenal, tal y como quedd demostrado en
el apartado 4.2 de resultados.

El estudio del efecto de los diferentes firmacos sobre el intercambio Nat/Ca**
se realiz6 mediante curvas dosis respuesta. Para ello, las mitocondrias se incubaron
durante 15 minutos con los diferentes farmacos (0,01-100 uM) antes de iniciar la
captacién de Ca®*. Las mitocondrias acumularon Ca?* durante 2 minutos, tras los
cuales se bloqued el proceso de captacién con RR 2 uM/ADP 16 M, manteniendo el
uniportador de Ca®* bloqueado durante 2 minutos, y estimulando seguidamente el eflujo
de Ca’* con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. Con el fin de poder observar diferencias
relevantes con respecto a la actividad del intercambio Na*/Ca®* en ausencia y presencia
de los farmacos, se midi6 el contenido en Ca** intramitocondrial tras 10 minutos de
estimulo, tiempo en el que el proceso de eflujo de Ca?* se hallaba en equilibrio,
obteniendo el eflujo neto de Ca’*mediante la diferencia entre el contenido en Ca’*

intramitocondrial tras 12 minutos de bloqueo y 10 minutos de estimulo.
A) Bloqueantes del calcio no dihidropiridinicos.

Entre los fdrmacos no DHP utilizados, se estudié el efecto del diltiazem y
verapamil sobre el intercambio Na*/Ca®*.

Al representar los datos experimentales, en porcentaje de eflujo con respecto a
las condiciones control (figura 17), se obtuvieron los pardmetros que definieron la
accién de los mismos sobre el intercambio Nat/Ca®*.

Como se observa en la figura 17a, el efecto del diltiazem se aprecié a
concentraciones proximas a 1 uM, y a partir del andlisis de los datos experimentales

(descrito en la seccién de Material y Métodos), se obtuvo un valor de ICy, de
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10,9 + 1,2 uM. La potencia de acci6n de dicho fdrmaco, fue paralela a la eficacia de
accion del mismo, alcanzando niveles de inhibicién sobre el intercambio Na*/Ca?* de
casi el 90%.

Los resultados obtenidos confirmaron los datos existentes sobre el efecto de
dicho férmaco en mitocondrias cardiacas o de cerebro, presentando valores de ICs, en
el mismo orden, 7y 10 uM respectivamente (Vaghy y col., 1982; Matlib y.col., 1983),
sin embargo, los resultados obtenidos por el grupo de Buss en mitocondrias procedentes
también de tejido cardiaco, mostraron que la concentracién de diltiazem necesaria para
inhibir un 50% el intercambio Na*/Ca®* fue casi 3 veces superior (IG5, = 19 uM)
(Buss y col., 1988).

Con respecto al verapamil, las concentraciones elegidas para estudiar su efecto
fueron superiores a las del resto de fdrmacos empleados, pues a concentraciones
inferiores a 100 xM, no se observé ningin efecto sobre el intercambio Na*/Ca?*. Al
ampliar el intervalo de concentracién hasta 1,5 mM, se observd que la concentracién
necesaria para inhibir un 50% el eflujo de Ca?* fue de 560 uM (figura 17b). Aunque
menos potente que el diltiazem, el verapamil fue también un farmaco eficaz inhibiendo
dicho sistema, ya que presentd una inhibicién méxima de casi un 75%.

Entre los escasos datos existentes en la bibliografia sobre el efecto del verapamil
sobre el intercambio Na*/Ca®*, los resultados obtenidos confirman su efecto inhibidor
en mitocondrias cardiacas (ICs, de 150 M) (Vaghy y col., 1982), mientras que, los
resultados descritos por el grupo de Buss fueron al igual que en el caso del diltiazem,
contradictorios, ya que utilizando también mitocondrias cardiacas, no se observé efecto
del verapamil sobre dicho sistema de eflujo de Ca?* (Buss y col., 1988).

Existen varias diferencias en cuanto al proceso de aislamiento, técnicas
experimentales, medio y protocolo de ensayo utilizados por los diferentes autores. Los
resultados obtenidos con mitocondrias adrenales (que corresponden a experimentos en
los que el nivel de captacién de Ca** fue superior al 70% del Ca’* afiadido) estan en
concordancia con aquellos estudios en los que las mitocondrias acumularon casi todo

el Ca’* afiadido (Vaghy y col., 1982).

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusion 100

Por lo tanto, los factores que influyen sobre la actividad del uniportador de Ca2*
(Harris, 1977; Allshire y Heffron, 1983) podrfan ser la causa de las diferencias
observadas en relacién a la accién de dichos farmacos (Buss y col., 1988) sobre el

eflujo del Ca®* acumulado, a través del intercambiador Na*/Ca®*.
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FIGURA 17.- EFECTO DE DILTIAZEM Y VERAPAMIL SOBRE EL INTERCAMBIO Na*/Ca?*.

Figura 17a.- Las mitotocondrias (1mg/ml) se incubaron con el diltiazem (0,01-150 uM) a 25°C
durante 15 minutos en 0,6 ml de medio de ensayo. Tras la adicién de Ca?* (50 pM), las mitocondrias
acumularon Ca** durante 2 minutos y a los 2 minutos de bloqueo con RR 2 #M/ADP 16 uM, se estimulé
el eflujo con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM, midiendo el contenido en Ca2* a los 10 minutos de estimular
el intercambio. Los resultados corresponden a 4 experimentos realizados por duplicado con diferentes
lotes de mitocondrias.

Figura 17b .- Las mismas condiciones experimentales pero el firmaco utilizado fue verapamil
(0,5-1,5 mM). Los resultados corresponden a la media de 3 experimentos realizados por duplicado
utilizando diferentes preparaciones mitocondriales.

Los pardmetros obtenidos a partir de las dos curvas se describen en el texto y en la tabla 8.
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B) Derivados dihidropiridinicos.

Los resultados obtenidos del estudio del efecto de los bloqueadores del Ca**
pertenecientes al grupo de las DHP y no DHP, sobre el intercambio Na*/Ca**, quedan
reflejados en la tabla 8, en la que se muestran la potencia y eficacia de accion de los
mismos, obtenido tras el andlisis de los datos experimentales mediante curvas dosis
respuesta.

Como puede apreciarse, las concentraciones necesarias para que los
bloqueadores del calcio pertenecientes al grupo de las DHP causen efecto sobre el
intercambio Na*/Ca®* mitocondrial, estuvieron comprendidas al igual que en tejido
cardiaco, en el orden uM (Vaghy y col., 1982; Matlib y col., 1983; Buss y col., 1988),
concentraciones que fueron muy superiores a las necesarias para ejercer su accion a
nivel de la membrana plasmética (DePover y col., 1982).

Al representar los datos experimentales (figura 18), en porcentaje de eflujo de
Ca®* con respecto a la salida de Ca’>* en ausencia de DHP, se observé que todas las
DHP en el intervalo de concentracién utilizado, inhibieron el intercambio Na*/Ca’* de
forma dependiente de concentracion, presentando un respuesta sigmoidea con pendientes
(h) superiores a la unidad (tabla 8) indicando una relacién de cooperatividad positiva
entre el fAirmaco y la actividad del sistema de intercambio Na*/Ca**. Sin embargo, no
todos los derivados DHP ejercieron su efecto inhibidor con la misma eficacia.

Como se observa en la figura 18a, entre las DHP estudiadas nitrendipina,
felodipina y PN 200-110, fueron prdcticamente igual de potentes sobre el intercambio
Na*/Ca’*, apreciandose su efecto inhibidor a partir de concentraciones préximas a
1 uM, con valores de ICs, muy préximos entre si y alrededor de 10 uM (tabla 8). A
pesar de presentar ICs, semejantes (9,5; 11,4 y 11,9 uM para nitrendipina, felodipina
y PN 200-110, respectivamente), las tres DHP reflejaron porcentajes mdximos de

inhibicién muy diferentes.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusién

102

TABLA 8.- EFECTO DE FARMACOS SOBRE INTERCAMBIO Na*/Ca?*.

Fédrmaco

1Cq, (uM) % mdxima inhibicién n
DHP
nitrendipina 9,5 + 1,1 1,7 + 0,3 44 5
PN 200-110 11,9 + 2.8 0,8 £ 0,3 37 5
felodipina 11,4 + 2,5 1,0 + 0,3 63 3
nifedipina 49,8 + 1,6 4,0 £ 0,4 52 4
nimodipina 34,9 + 0,2 1,9 + 0,1 61 3
CGP 28392 s.e. (75 pM)
Bay K 8644 s.e. (715 uM)
amlodipina s.e. (200 uM)
BTZ
diltiazem 10,9 + 1,2 1,2 + 0,1 88 4
DPA
verapamil 560 + 20 2,4 + 0,2 73 3

Las mitocondrias (1mg/ml) se incubaron con los diferentes farmacos durante 15 minutos a 25°C,

siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material y Métodos. Se midié el contenido

en Ca** intramitocondrial tras 10 minutos de estimulo con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. h representa

la pendiente de las curvas de las figuras 21 Yy 22, y n el nimero de experimentos realizados por

duplicado con diferentes preparaciones de mitocondrias. s.e. representa la ausencia de efecto a la

concentracién indicada entre paréntesis.
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Entre las tres DHP mencionadas, felodipina fue la dnica que presentd potencia
y eficacia de accién paralelas, alcanzando una inhibicién médxima del intercambio
Na*/Ca®* superior al 60% (tabla 8), mientras que nitrendipina y PN 200-110, no
superaron el 50% de inhibicién (44% y 37% respectivamente), a pesar de que ambas
DHP fueron practicamente igual de potentes que felodipina inhibiendo el intercambio
Na*/Ca’*.

En la misma figura 18b se representa el efecto de nimodipina y nifedipina sobre
el intercambio Na*/Ca?*. Como puede apreciarse, fueron necesarias concentraciones
de ambas DHP 10 veces superiores a las de nitrendipina, felodipina o PN 200-110, para
ejercer su efecto inhibidor sobre dicho sistema de eflujo de Ca®*. '

Aunque nimodipina y nifedipina fueron menos potentes (con valores de ICs, de
34,9 y 49,8 uM respectivamente) que las tres DHP anteriores, inhibieron el eflujo de
Ca?* hasta un 61% y 52% respectivamente, eficacias que fueron incluso superiores a
la ejercida por nitrendipina o PN 200-110.

Entre los bloqueantes del calcio pertenecientes a este grupo, amlodipina no
presenté efecto sobre el eflujo de Ca** en el intervalo de concentracién estudiado que
por ser dicha DHP soluble en agua, fue ampliado hasta 200 uM. En cuanto a los
activadores de canales de calcio, Bay K 8644 y CGP 28392, no afectaron a la actividad
del intercambio Na*/Ca?* en un intervalo de concentracién comprendido entre 0,1 y
75 uM (tabla 8).

A partir de los resultados obtenidos, representados en la figura 19 y mostrados
en la tabla 8, el orden de potencia de accion de los farmacos estudiados queda reflejado
de la siguiente manera: nitrendipina = diltiazem = PN 200-110 = felodipina >
nimodipina > nifedipina > verapamil, mientras que Ia relacién de los mismos en base
a la eficacia de accidn serfa: diltiazem > verapamil > nimodipina = felodipina >

nifedipina > nitrendipina > PN 200-110.
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FIGURA 18.- EFECTO DE DERIVADOS DIHIDROPIRIDINICOS SOBRE EL INTERCAMBIO
Na*/Ca®*.
Figura 18a.- Se incubaron las mitocondrias (1 mg/ml, volimen final) durante 1S minutos con

los distintos firmacos representados (0,1-100 uM). Se siguié el mismo protocolo experimental descrito

en la figura 17.

Los pardmetros obtenidos se muestran en la tabla 8 y se describen en el texto. El nimero de

experimentos realizados para cada DHP se indica en la tabla 8.
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FIGURA 18b.- EFECTO DE NIMODIPINA Y NIFEDIPINA SOBRE EL INTERCAMBIO Na*/Ca?*,

Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas en la figura 18a.

El estudio de la modulacién del intercambio Na*/Ca’* en mitocondrias
adrenomedulares por farmacos bloqueantes del Ca**, cbnﬁrmaron los datos existentes
en la bibliografia sobre la inhibicién de dicho intercambio por derivados DHP en
mitocondrias cardiacas manteniendo ademds la relacién observada en cuanto a la
potencia de accién de los farmacos estudiados (Vaghy y col., 1982; Matlib y col.,
1983; Buss y col., 1988). Pdr el contrario, estudios recientes indicaron un efecto_
estimulador de nitrendipina e inhibidor de Bay K 8644 sobre el intercambio Na*/Ca**
basados en el efecto observado sobre la respiracién mitocondrial y salida basal de Ca?*
(Baydoun y col., 1990).

Al igual que ocurria con el diltiazem y verapamil, los resultados obtenidos con
las distintas DHP utilizadas en este estudio, se aproximaron mds a los valores de ICs,
obtenidos en aquellos estudios, en los que las mitocondrias presentaron una actividad
del uniportador de Ca®* elevada, acumulando casi todo el Ca?* afiadido (ICs,: 7, 66 y

150 uM para diltiazem, nifedipina y verapamil respectivamente) (Vaghy y col., 1982).
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5.2.1.- Efecto de nitrendipina sobre el intercambio Na*/Ca®".

Estudios previos describieron un sitio de unién para DHP en mitocondrias
procedentes de médula adrenal (Ballesta y col., 1990), por otro lado, al estudiar la
modulaci6n del intercambio Na*/Ca®* por los derivados DHP, nitrendipina fue uno de
los derivados DHP mds potentes ejerciendo su efecto inhibidor sobre dicho sistema en
mitocondrias adrenomedulares. En base a estos datos, se caracterizé el efecto gjercido
por nitrendipina sobre la cinética del eflujo de Ca?*.

Para ello, se estudié la actividad del intercambio Na*/Ca’* en presencia de
nitrendipina 20 M. Tras preincubar las mitocondrias durante 15 minutos a 25°C en
presencia de nitrendipina, se adiciond al medio Ca’* 50 M. Las mitocondrias captaron
Ca’* durante 2 minutos, tras los cuales se bloqued el uniportador de Ca?>* con RR 2
pM/ADP 16 uM. Se mantuvo bloqueado durante otros 2 minutos periodo tras el cual
se estimuld el eflujo de Ca’*. Se midi6 el Ca* intramitocondrial a los 5 minutos de
estimular su eflujo con Na* (3-75 mM)/EDTA 0,1 mM, tiempo en el que el eflujo de
Ca’* en presencia de nitrendipina 20 pM se encontraba en fase lineal (resultados no
mostrados).

A partir de la representacién directa de los resultados, se obtuvieron los
pardimetros  cinéticos del intercambio Na*/Ca’*, Km = 557+ 0,6 My
Vmax = 2,9 + 0,1 nmoles de Ca®* min” mg” (figura 19a).

Al comparar los valores de Km de dicho sistema en presencia (5,7 mM) y
ausencia de nitrendipina (4,2 mM), se pudo comprobar que la presencia de nitrendipina
no modificé la afinidad de dicho sistema por Na* externo, sin afectar tampoco a la
relacion hiperbélica con respecto al Na* externo. Ademds las curvas obtenidas en
ambas condiciones presentaron pendientes similares en presencia y ausencia de
nitrendipina (ny = 1,54+0,2 'y 1,44-0,2 respectivamente) (figura 19a). ,

Sin embargo, la presencia de nitrendipina en el medio si afectd de forma
considerable la Vmax del proceso, disminuyendo la Vmax a 2,9 nmoles de Ca** min!

mg" desde valores préximos a 8 nmoles de CaZ* min'mg! en condiciones control.
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Por otro lado, el andlisis de los datos experimentales mediante la representacion
de Scatchard, confirmé que la presencia de nitrendipina no afectaba a la relacién de
cooperatividad positiva del Na* como sustrato del intercambiador (figura 19b).

Ante los resultados obtenidos, se puede sugerir que la nitrendipina ejerce un
efecto inhibidor de tipo no competitivo sobre el intercambio Na*/Ca’*, afectando tan
s6lo la Vmax del intercambio sin modificar la Km (tabla 9).

Teniendo en cuenta ademds, la modulacién del intercambio Na*/Ca®* por parte
de los derivados DHP, y las diferencias observadas con respecto a la potencia y eficacia
de accién de las mismas sobre dicho sistema, tan solo se podria especular sobre la
asociacién del DHPr con el intercambio Na*/Ca?*, no pudiendose confirmar si se trata
de la misma entidad molecular o de diferentes entidades moleculares y sin precisar en
este dltimo caso, si se trata de una asociacién directa o indirecta con la proteina
transportadora responsable de dicho intercambio presente en la membrana mitocondrial

interna.

TABLA 9.- EFECTO DE NITRENDIPINA SOBRE Km Y Vmax DEL INTERCAMBIO

Na*/Ca®*.
Km (mM) Vmax ny
(nmol Ca** min"'mg™")
Control 4,2 7.8 1,4
Nitrendipina 5,7 2,9 1,5

Se representan los parimetros correspondientes a las figuras 13 y 29 para las condiciones

control y en presencia de nitrendipina 20 uM respectivamente.
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FIGURA 19.- EFECTO DE NITRENDIPINA SOBRE EL INTERCAMBIO Na*/Ca?*.

Se incubaron las mitocondrias (1mg/ml, volimen final) durante 15 minutos en presencia de
nitrendipina 20 #M. Se sigui6 el mismo protocolo experimental descrito en la figura 11.

Figura 19a.- Cinética del eflujo de Ca?* estimulado por Na* (3-75 mM)/EDTA 0,1 mM en
presencia ( (O ) y ausencia de nitrendipina 20 uM ( @ ).

Figura 19b.- Representacién de Scatchard de los datos experimentales representados en la
figura 19a.

Los pardmetros obtenidos se describen en el texto. Los datos corresponden a dos experimentos

independientes realizados por duplicado con diferentes preparaciones mitocondriales.
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5.2.2.- Efecto de nitrendipina sobre el eflujo de Ca** independiente de Na™*.

Para realizar este estudio, la nitrendipina (5-30 uM) se adiciond al medio de
ensayo seguidamente al bloqueo del uniportador de Ca** con RR 2uM/ADP 16 uM. Se
estudié el eflujo basal de Ca** y el estimulado por la adicién de H* al medio en
ausencia (control) y en presencia de nitrendipina. Se observé que tras 10 minutos de
bloqueo del uniportador de Ca’* en presencia de nitrendipina 5 uM, permanecia
acumulado en la mitocondria aproximadamente un 94% con respecto al control, al igual
que con la mdxima concentracién de nitrendipina utilizada (95,5%).

Por otro lado, la presencia de nitrendipina tampoco alteré el contenido de Ca**
intramitocondrial tras la adicién de H* al medio. Tanto en presencia de nitrendipina 5 -

30 uM, el nivel de Ca’* retenido fue de un 98% con respecto al Ca** intramitocondrial
en ausencia de nitrendipina (resultados no mostrados).

Por tanto, nitrendipina (5-30 uM) carecia de efecto tanto sobre el eflujo basal
de Ca™* (pH 7,2) como sobre el eflujo de Ca>* independiente de Na*, estimulado por
la adicion de CIH 0,1 M al medio de ensayo (pH 6,7), confirmando el efecto

especifico de los derivados DHP sobre el intercambio Na*/Ca?*.
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6.- RESPIRACION MITOCONDRIAL.

La integridad funcional de las mitocondrias viene determinada generalmente por
el indice de control respiratorio (ICR), estimulando con ADP el paso del estado 4 al
estado 3 o activo de la respiracién mitocondrial, sin embargo, al igual que ocurre en
la caracterizacién de los movimientos de Ca’* mitocondriales, el medio de ensayo
utilizado puede influir sobre los valores de ICR (Harris y Heffron, 1982).

Las condiciones experimentales elegidas para medir el consumo de O, fueron las
mismas que se utilizaron para realizar el estudio sobre los movimientos de CaZ*
mitocondriales, salvo las siguientes excepciones: se excluyé el ADP del medio de
ensayo y la temperatura fue de 37°C ya que controles previos demostraron una
respuesta mayor que a 25°C (resultados no mostrados).

Como se observa en la figura 20a, el consumo de O, comenzd tras la adicién del
sustrato de la cadena de transporte electrénico, obteniendo una velocidad respiratoria
de 15,7 nmoles de O, min™ mg”, que fue ligeramente incrementada tras la adicién de
ADP/Mg** 0,4 mM al medio (26,3 nmoles de O, min™ mg"), de forma que el valor de
ICR (1,8) calculado a partir de los resultados obtenidos, fue inferior al valor minimo
que define la integridad funcional de las mitocondrias (3 <ICR < 15). Estos resultados
contrastaron con los valores de ICR comprendidos en el intervalo 3-15 en mitocondrias
de rifién 6 higado (Tager y col., 1983; Hirsch y col., 1988).

En estudios previos, se describié la existencia de competitividad entre el Ca?*
y el ADP en estimular la respiracién mitocondrial (Bygrave, 1978). Se realizé por
tanto, el mismo protocolo experimental pero en presencia de EDTA 0,1 mM (figura
20b) con el fin de determinar si la presencia de Ca®* en el medio de ensayo fue la causa
de los resultados obtenidos.

Se observé una disminucién en el consumo de O, en el estado 4 (7-10 nmoles
de O, min mg™), sin embargo, la presencia de EDTA no interferié sobre la velocidad
de consumo de O, después de la adicién de ADP/Mg?* (24,2 nmoles de O, min™! mg?),

obteniendo un ICR (2,2) pricticamente idéntico al obtenido en ausencia de EDTA.
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FIGURA 20.- RESPIRACION MITOCONDRIAL.

Las mitocondrias (M) (4 mg) se incubaron a 37°C con 4 ml de medio de ensayo suplementado
con rotenona 4 uM, PO,H,K 0,2 mM y acetato 10 mM. El estado 4 de la respiracién mitocondrial fue
inducido con la adicién al medio de succinato (S) 5 mM.

Las adiciones de ADP/Mg** 0,4 mM y atractilésido (A) 60 uM, se realizaron conforme se
estabilizaba el registro. La adicién de EDTA (0,1 mM) se realizd tras la adicién de las mitocondrias y
antes de comenzar la respiracién mitocondrial. Los nidmeros representan la velocidad de consumo de O,

en nmoles min' mg™.
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El valor de ICR obtenido parecia estar influido por la velocidad de consumo de
O, obtenida en el estado 3 de la respiracién mitocondrial, por lo que se hipotetizé sobre
la alteracién de la actividad del transportador de nucledtidos durante el procedimiento
de aislamiento o por el medio de ensayo utilizado.

Para ello, una vez estabilizado el registro tras la adicién de ADP/Mg?*, se
adiciond al medio atractilésido 60 uM, observando una disminucién en la velocidad
respiratoria tanto en ausencia como en presencia de EDTA. Ademids, como se puede
apreciar en la figura 20a, una adicién de ADP posterior a la de atractilosido, no supuso
aumento de la velocidad ya que el transportador de nucledtidos habfa quedado
bloqueado, sugiriendo que dicha proteina transportadora no habia sido alterada.

Estudios previos demostraron que tanto el el protocolo utilizado para la
homogenizacidn del tejido como el medio de ensayo utilizado influfan sobre la velocidad
respiratoria en el estado 3, obteniendo menor velocidad respiratoria en el estado activo
y valores de ICR inferiores a 3 con mitocondrias aisladas a partir de la homogenizacién
del tejido con polytron y utilizando un—__medio ensayo de sacarosa/EDTA (Harris y
Heffron, 1982). El estudio de la respiracién mitocondrial permitié comprobar que el
método empleado para el aislamiento de las mitocondrias no perjudicé ni la integridad
estructural ni funcional de las mitocondrias, manteniendo la viabilidad de las mismas
incluso transcurridas 7-10 horas de su aislamiento, hecho que se confirmé con los

resultados obtenidos en el estudio de los movimientos de Ca?*.

6.1- EFECTO DE LOS MOVIMIENTOS CA** SOBRE LA RESPIRACION
MITOCONDRIAL.

La captacién de Ca’* y la fosforilacién oxidativa son procesos alternativos en
la utilizacién de la energia de respiracion, de forma que, en presencia de Ca** y ADP,
el Ca** estimula con prioridad la respiracién mitocondrial, no siendo modulada por
ADP, ni éste fosforilado a ATP, hasta que dicho catién no ha sido acumulado (Rossi

y Lehninger, 1964).
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Por lo tanto, paralelamente al estudio de los movimientos de Ca’*, se realizaron
medidas de consumo de O,, siguiendo el mismo protocolo experimental que el utilizado
para estudiar la captacién y eflujo de Ca**.

Como se observa en la figura 21, utilizando succinato como sustrato oxidable
en presencia de rotenona, la adicién de Ca’* 50 uM estimulé la velocidad de
respiracion, dicho estimulo cesé tras el blbquéo del influjo de Ca** con rojo rutenio,
volviendo al nivel del estado 4 de la respiracién mitocondrial.

Siguiendo el protocolo experimental de movimientos de Ca®*, se pudo observar
que al estimular el eflujo de Ca’* con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM, la velocidad de
consumo de O, se mantenfa durante los primeros minutos (9,8 nmoles de O, min’
mg'), aumentando de forma no significativa en la fase final (15 nmoles de O, min’
mg™). Debido a la presencia de rojo rutenio en el medio se evité la recaptacion del Ca?*
y estimulacién continua de la respiracién mitocondrial.

En la tabla 10, se resumen los datos de varios experimentos realizados con
diferentes preparaciones mitocondriales. En esta se observan las diferencias de
velocidad de consumo de O, registradas siguiendo el mismo protocolo experimental
utilizado para estudiar los movimientos de Ca?*.

Al igual que ocurria en mitocondrias de higado (Murphy y col., 1990), la
adici6n de Ca®* estimuld la respiracién mitocondrial (desde 12,1 + 1,8 nmoles O, min™
mg” en el estado 4, hasta 21 %+ 4 nmoles O, min' mg?). Una vez bloqueado el
uniportador de Ca**, la respiracién mitocondrial volvié al estado 4 (10 + 2 nmoles
O, min?! mg"'), manteniendose tras estimular el intercambio Na*/Ca** (12,2 + 2,5
nmoles O, min™ mg™). Estos datos fueron analizados mediante el test modificado de la
t de student, observando que la velocidad de consumo de O, estimulada por Ca?*, fue
significativamente diferente de la velocidad respiratoria en el estado 4 y de la obtenida
tras la adicién de RR y Na*/EDTA (P < 0,01), demostrando que el ciclo del Ca?*
mitocondrial implica un consumo de energfa, dando lugar al desacoplamiento entre la
cadena de transporte electrénico y la fosforilacién oxidativa, como fue establecido

anteriormente para mitocondrias cardiacas (Crompton y col., 1976a).
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FIGURA 21.- MODULACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL.

Figura 21a.- Efecto de los movimientos de Ca** sobre la respiracién mitocondrial.

Se siguié el mismo protocolo que el descrito en la figura 21. Tras comenzar la respiracién
mitocondrial con la adicién de succinato (S) 5 mM, las adiciones siguientes fueron Ca®* 50 uM, rojo
rutenio (RR) 2 uM y Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM.

Figura 21b.- Efecto de nitrendipina sobre la respiracién mitocondraial. Las mitocondrias (4mg)
se incubaron durante 15 minutos a 37°C con nitrendipina 20 uM (Nit). Seguidamente se estimul6 la
cadena de transporte electrénico con succinato 5 mM siguiendo el mismo protocolo experimental descrito.

Los niimeros representan la velocidad de consumo de O, en nmoles min" mg™.
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TABLA 10.- RESUMEN DEL EFECTO DE LOS MOVIMIENTOS Ca* SOBRE LA
RESPIRACION MITOCONDRIAL.

ADICION Velocidad de consumo de O, n
(nmoles de O, min® mg?)

Succinato 12,1 + 1,8 8 (%)
Ca** 21 + 4 7

Rojo rutenio 10 + 2 6 (*)(**)
Na*/EDTA 12,2 + 2,5 6 (*)(*%)

Las mitocondrias (4mg/4 ml, volumen final) se incubaron a 37°C en tampén de ensayo
suplementado con rotenona 4 uM, PO,H,K 0,2mM y Acetato 10 mM. A continuacién se afiadié
al medio succinato 5 mM. Las adiciones posteriores, descritas en la tabla, se realizaron conforme
se estabilizaba el registro de consumo de O,, tal y como se describe en la seccién de Material
y Métodos. El nimero de experimentos realizados con diferentes preparaciones de mitocondrias
se determina como n.

Las pendientes de consumo de oxigeno obtenidas tras la adicién de los diferentes
sustratos, fueron comparadas mediante el test modificado de la t de student, ((*): P < 0,01
estadisticamente diferentes con respecto al consumo de O, en presencia de Ca®*; (**): no son

estadisticamente diferentes entre si).
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6.2- EFECTO DE NITRENDIPINA SOBRE LA RESPIRACION
MITOCONDRIAL.

Al realizar el mismo protocolo experimental descrito en el apartado 6.1., pero
incubando previamente las mitocondrias con nitrendipina 20 uM durante 15 minutos a
37°C, se pudo comprabar que dicha DHP no afecté al estado 4 de la respiracién
mitocondrial, ni al estimulo de la misma producido por Ca** (figura 21b).

La falta de efecto de nitrendipina sobre el estado 4 de la respiracién mitocondrial
contrasto con los estudios realizados con mitocondrias cardiacas, en los que nitrendipina
incremento la velocidad de consumo de O, en el estado 4 y la disminuy6 ligeramente
en el estado 3 (Baydoun y col., 1991). Los resultados de este grupo fueron obtenidos
con concentraciones de nitrendipina superiores a 100 xM y utilizando glutamato y
malato como sustratos de la cadena de transporte electrénico, mientras que en los
estudios realizados con mitocondrias adrenomedulares, dicha concentracién no fue
superada por problemas de solubilidad de las DHP, y el sustrato de la cadena
respiratoria utilizado fue succinato.

A través del papel modulador de nitrendipina sobre el intercambio Na*/Ca?*,
se podria sugerir que nitrendipina regula de forma indirecta la respiracién mitocondrial,
evitando ante una situacion de estrés, el reciclaje del Ca?* mitocondrial y de esta forma
el estimulo continuo de la cadena de transporte electrénico y desacoplamiento de la
fosforilacién oxidativa, que darfa lugar a una demanda energética perjudicial para la

célula.
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7.- ESTUDIOS DE FIJACION DE [PHINITRENDIPINA.

Los estudios de fijacion de [*H]nitrendipina en membranas mitocondriales
procedentes de tejido no neuronal (Brush y col, 1987; Zernig y Glossman, 1988) y de
médula adrenal bovina (Ballesta y col., 1990) permitieron la identificacién vy
caracterizacion de un sitio de unién para nitrendipina en estas organelas. Estos sitios
fueron definidos en las condiciones éptimas de fijacién, como sitios de unién de baja
afinidad y alta capacidad.

Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de los estudios funcionales
mostraron diferencias significativas entre la concentracién que define la potencia de
accion de la nitrendipina sobre el intercambio Na*/Ca?* mitocondrial (ICs, = 9,2 uM),
y la concentracién que define la afinidad de la unién de [*H]nitrendipina al DHPr de
membrana mitocondrial interna (Kd = 252 nM) (Ballesta y col., 1990), por lo que se
planted el estudio de la fijacién de dicho radioligando utilizando mitocondrias intactas

y el tampdn de captacién utilizado para estudiar los movimientos de Ca?*.

7.1.- ESTUDIOS EN EL EQUILIBRIO.

Las mitocondrias (0,1 mg/1 ml; volumen final), se incubaron a 25°C junto con
[H]nitrendipina (4nM) en presencia de un amplio intervalo de concentracién de
nitrendipina no marcada (0,025-100 uM), durante una hora, periodo en el que
previamente se determind que la unién se encontraba en el equilibrio (resultados no
mostrados).

A partir de un experimento control realizado por duplicado se obtuvieron los
parametros de fijacién, Kd = 414 nM y la Bmax de 1,9 pmol mg™! protefna (tabla 11).

Al comparar con los valores descritos en membranas mitocondriales del mismo
tejido, se comprobd que en estas condiciones experimentales, la Kd obtenida era del
mismo orden (Kd = 252 nM) mientras que la densidad de estos sitios de fijacién

disminuia considerablemente (Bmax =169 pmol mg* proteina) (Ballesta y col., 1990).
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TABLA 11.- PARAMETROS DE FIJACION DE CHINITRENDIPINA.

Kd Bmax

(nM) (pmol/mg prot)
Membrana mitocondrial 254 oM 16
Mitocondria intacta 414 nM 1,9

Tanto membranas mitocondriales como mitocondrias intactas (0,1 mg/ml, volumen
final), se incubaron a 25°C durante 1 hora con [*Hlnitrendipina (4 nM) y nitrendipina no
marcada (25 nM-100pM), siguiendo el protocolo experimental descrito en la seccién de Material

y Métodos. Los resultados corresponden a | experimento realizado por triplicado.

Por motivo de comparacidn, se realizé el mismo experimento de desplazamiento
bajo las mismas condiciones experimentales, pero utilizando membranas mitocondriales.
Los resultados (tabla 11) mostraron que el valor de Kd se mantenia (254 nM) mientras
que la densidad de sitios de fijacién (16 pmol mg™! proteina) coincidié con la Bmax
definida al eliminar el CINa del medio, tanto en membranas mitocondriales procedentes
de médula adrenal bovina (Ballesta y col., 1990) como en mitocondrias cardiacas (Brush
y col., 1987).

Ante los datos descritos, la disminucién en la densidad de sitios receptores
observada en nuestras condiciones experimentales, podria ser debido a la baja fuerza
i6nica del medio de ensayo utilizado. El CINa podria influir sobre la accesibilidad del
receptor, modificando tal vez directamente la conformacién de la entidad molecular
responsable de la unién, o quizds por medio de la modificacién de proteinas perifericas

al sitio receptor de forma que éste quedase mds accesible.
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7.2.- DESPLAZAMIENTO DE [‘HINITRENDIPINA POR NITRENDIPINA NO
MARCADA.

A pesar de que la afinidad de [*H]nitrendipina por su sitio de unién no se
modificaba con el medio de ensayo utilizado, se mantenian las diferencias observadas
entre la Kd (en el orden nM) y Ia concentracién necesaria para observar su efecto (en
el orden uM) sobre el eflujo de Ca** estimulado por Na*. Teniendo en cuenta la
diferencia con respecto a la concentracién de protefna utilizada en los experimentos
funcionales y de fijacion de radioligandos, se realizé el desplazamiento de
PH]nitrendipina (4 nM) por nitrendipina no marcada utilizando un intervalo de proteina
comprendido entre 0,1 y 1 mg/ml de volumen final.

Al aumentar la concentracién de proteina en el ensayo hasta 1mg/ml, y
manteniendo constantes el resto de condiciones experimentales, se observé cémo la Kd
aumentaba de forma lineal (r>>0,96) al aumentar la concentracién de proteina (figura
22), alcanzando valores proximos a 3 uM.

| Ast pues, para definir los pardmetros de fijacion de [PH]nitrendipina en
mitocondrias intactas, se mantuvieron todas las condiciones experimentales empleadas
en el estudio de los movimientos de Ca**, incluyendo la concentracién de proteina de
1 mg/ml de volumen final, con el fin de no variar ningiin factor con respecto a estos
estudios.

Los pardmetros de unién de nitrendipina a mitocondrias intactas, fueron
determinados mediante experimentos de desplazamiento de [*H]nitrendipina (4nM) por
el mismo ligando no marcé:clo, utilizando un intervalo de concentracién comprendido
entre 0,05 y 50 uM. Como se observa en la figura 23, a partir del ajuste de los datos
experimentales mediante curvas dosis respuesta, tomando como fijacién inespecifica la
obtenida con nitrendipina 50 uM, se calcularon tanto la densidad de sitios de unién
(Bmax = 6,02 + 0,40 pmol mg™ proteina) como la afinidad de la unién, con una
Kd = 2,9 + 0,2 uM. A partir de estos resultados, se observé que en relacién a la

densidad de sitios de unidn, el incremento en la concentracién de proteina no aumenté
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de forma proporcional el valor de la Bmax. Ante estos resultados surgi6 la posibilidad
de que tal vez la concentracién de proteinas empleada en el ensayo incluyese proteinas
constituyentes de la matriz mitocondrial subestimando la concentracién real de proteinas
de membrana y de esta forma se infravalorase la densidad de receptores localizados en

la membrana mitocondrial interna (Zernig y Glossmann, 1988; Ballesta y col., 1990).
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FIGURA 22.- RELACION ENTRE LA Kd Y LA CONCENTRACION DE PROTEINA
MITOCONDRIAL.

Las mitocondrias intactas (0,1-1 mg/ml) se incubaron con [H]nitrendipina (4 nM) en presencia
de nitrehdipina no marcada (25 nM-100 pM) durante 1 hora a 25°C en tampén de captacién. Se
representa la linealidad (*>0,96) de la relacién entre la concentracién de proteina y la constante de
disociacion obtenida a diferentes concentraciones.de proteina

Los datos son la media de tres experimentos realizados por duplicado con diferentes

preparaciones de mitocondrias.
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FIGURA 23- DESPLAZAMIENTODELA FIJACION DE PHINITRENDIPINA POR NITRENDIPINA
NO MARCADA.

Se incubaron a 25°C las mitocondrias intactas (1 mg/ml, voliimen final) en presencia de
diferentes concentraciones de nitrendipina no marcada (0,5-50 uM) y [*H]nitrendipina (4 nM) durante 1
hora. Transcurrido el tiempo de incubacién, se determiné la fijacién especifica como se describe en la
seccién de Material y Métodos. Los pardmetros obtenidos, se describen en el texto. La fijacién
inespecifica se definié en presencia de nitrendipina 50 uM.

Los datos corresponden a la media de 4 experimentos realizados por duplicado con diferentes

preparaciones mitocondriales.
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7.3.- MODULACION DE LA FIJACION DE PHINITRENDIPINA A MITOCONDRIAS
INTACTAS.

El estudio de la modulacién de la fijacién de [*H]nitrendipina a mitocondrias
intactas se realizé en las condiciones descritas anteriormente, mediante experimentos
de desplazamiento de la fijacidn de dicho radioligando por derivados DHP, asi como
diltiazem, verapamil, N,N’—diciclohexilcarbodiiniida (DCCD) y nucleétidos de adenina.
Para ello, las mitocondrias (1mg/ml) se incubaron durante 1 hora a 25°C en presencia
de ["H]nitrendipina (4 nM) en presencia de los distintos derivados utilizados, que fueron

los mismos que se emplearon para estudiar la modulacién de los movimientos de Ca*.
7.3.1.- Derivados dihidropiridinicos.

En la figura 24, en la que se representa la fijacién especifica de [*H]nitrendipina,
en porcentaje de fijacion especifica, frente al logaritmo de la concentracién de los
fdrmacos empleados, se observa que las cuatro DHP utilizadas desplazaron la unién de
[H]nitrendipina, siendo PN 200-110 y nimodipina las mas potentes con valores de K|
de 14 y 15 uM respectivamente, inhibiendo la fijacién de [*H]nitrendipina hasta un
90%.

Al comparar con los datos existentes sobre el efecto inhibidor de PN 200-110
y nimodipina en mitocondrias cardiacas, ambas DHP fueron también las més potentes,
aunque los valores de K; estuvieron comprendidos en el orden nM (entre 300 y 500 nM)
(Zernig y Glossmann, 1988), coincidiendo al igual que en el caso de mitocondrias
intactas, con el orden de magnitud que define la Kd de nitrendipina.

Con respecto a las otras dos DHP utilizadas, nifedipina y felodipina, fueron
practicamente igual de potentes que nimodipina y PN 200-110, presentando constantes
de inhibicién (Ky) de 19 y 20 uM respectivamente, siendo nifedipina la menos eficaz
inhibiendo la fijacién de [*H]nitrendipina (un 66% frente a un 80% de inhibicién de

felodipina).
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FIGURA 24.- INHIBICION DE LA FIJACION DE [PPHINITRENDIPINA A MITOCONDRIAS
INTACTAS POR DERIVADOS DIHIDROPIRIDINICOS.

mnespecifica en presencia de nitrendipina 20 M.

Las mitocondrias (1 mg/ml, voldmen final) se incubaron a 25°C durante 1 hora, en presencia

de los diferentes fairmacos DHP (0,5-100 uM) y [*Hlnitrendipina (4 nM). Se definié la fijacién

Las condiciones de ensayo y protocolo experimental se describen en la seccién de Material y

Métodos. Los pardmetros obtenidos se muestran en la tabla 12, asi como el nimero de experimentos

realizados.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.

Resultados y discusién 126

Como se observa en la figura 24, si se compara con el desplazamiento de
[H]nitrendipina por el mismo ligando no marcado (figura 23) se puede apreciar c6mo
las cuatro DHP desplazaron la fijacién especifica de [H]nitrendipina hacia la derecha,
y como se muestra en Ja tabla 12, las pendientes (h) de las 4 curvas representadas
fueron superiores a la unidad, oscilando los valores entre 1,5 y 2,9 reflejando una
relacién de cooperatividad positiva en la unién del ligando.

Los resultados de estudios previos -realizados con membranas mitocondriales
cardiacas, demostraron un efecto inhibidor de los derivados DHP sobre la fijacion de
[PH]nitrendipina al DHPr mitocondrial, presentando también valores de h superiores a
la unidad, excepto para los isémeros de PN 200-110 (Zernig y Glossmann, 1988). En
concordancia con los estudios anteriores, los derivados DHP estudiados fueron los
tnicos que inhibieron la fijacién [*H]nitrendipina al DHPr mitocondrial en mitocondrias
intactas, tal y como se aprecia en la tabla 12. Sin embargo, no todos los derivados DHP
tuvieron efecto sobre la fijacién de [*H]nitrendipina, CGP 28392 y amlodipina fueron
los dnicos que no desplazaron la unién de [*H]nitrendipina.

Los resultados obtenidos con mitocondrias intactas y los estudios realizados con
membranas mitocondriales (Brush y col., 1987; Zernig y Glossmann, 1988; Ballesta y
col. 1990) coinciden con respecto al papel modulador de los derivados DHP sobre el
desplazamiento de [*H]nitrendipina, aunque los valores de K, en los dos tipos de
preparaciones difieren en 3 6rdenes de magnitud.

Sin embargo, recientemente ha sido descrita la inhibicién de la fijacién de
[PH]nitrendipina en mitocondrias intactas procedentes de tejido cardiaco, en condiciones
experimentales que favorecen el hinchamiento mitocondrial (Zernig y col., 1990),
aproximdndose en este caso los valores de K, (en el orden uM) de las DHP, a los
obtenidos en esta memoria. Ademds, los valores de K, de las DHP se correlacionaron

con los de sus 1Cs, sobre el canal aniénico de membrana mitocondrial interna (IMAC).
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TABLA 12.- INHIBICION DE LA FIJACION DE [PHJNITRENDIPINA

Farmaco K; (uM) inhibicién mdxima (%) h n
nitrendipina 2,9 + 0,2 I, + 06 4
PN 200-110 14,0 + 0,8 90 1,8 £ 0,2 4
nimodipina 15,4 + 2,8 90 1,5 + 0,3 3
felodipina 18,5 + I,1 80 1,6 + 0,1 3
nifedipina 20,2 £ 1,6 66 2,9 + 0,7 3
CGP 28392 s.e.(100 uM)
amlodipina s.e.(200 uM)
diltiazem s.e.(100 uM)
verapamil s.e.(1,5 mM)

Las mitocondrias (1mg/ml, volimen final) se incubaron a 25°C durante 15 minutos en
presencia de los farmacos (0,01-100 uM) indicados en la tabla. Se adicioné al medio Ca®* 50
M. El periodo de captacién de Ca®* fue de 2 minutos. Tras 2 minutos de bloqueo del
uniportador de Ca**, se estimul6 el eflujo con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. Se midi6 el Ca**
intramitocondrial a los 10 minutos de estimulo de la forma descrita en Material y Métodos.

h representa las pendientes obtenidas tras realizar el ajuste de los datos experimentales
segun se describe en la seccidn de Material y Métodos; n representa el nimero de experimentos
realizados por duplicado con diferentes preparaciones mitocondriales.

s.e. corresponde a la ausencia de efecto del firmaco a la mayor concentracién utilizada,

indicada entre paréntesis.
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7.3.2.- Otros derivados.

Entre los bloqueantes del calcio no DHP, se observé que el verapamil carece de
efecto sobre la fijacion de [*H]nitrendipina, incluso a concentraciones superiores a
I mM (tabla 12). El tiempo de incubacién utilizado para realizar el desplazamiento de
la fijacién de [*H]nitrendipina por verapamil en mitocondrias intactas, fue de 1 hora,
mientras que en el caso de membranas mitocondriales, fue necesario incubar durante
150 minutos aunque la concentracién de verapamil utilizada para observar dicho efecto
fue 100 veces inferior (Ballesta y col., 1990).

De todas formas, los datos existentes con respecto al efecto de verapamil sobre
la fijacién de [*H]nitrendipina a membranas procedentes de tejido cardiaco son
contradictorios. Por un lado se sugirié que el verapamil carecfa de efecto sobre la
fijacién (Brush y col., 1987) mientras que por otro lado, mediante experimentos de
desplazamiento de la fijacidn de [*H]nitrendipina, se observé un efecto inhibidor mucho
menos potente que los derivados DHP, con valores de 1Cs, préximos a 100 uM (Zernig
y Glossmann, 1988). Con respecto a membranas mitocondriales de médula adrenal
bovina, fue demostrado que en las condiciones dptimas para definir los pardmetros de
fijacién de [’H]nitrendipina, el verapamil regulaba de forma alostérica la fijacion de
[PH]nitrendipina, reduciendo la afinidad de nitrendipina por el DHPr sin afectar la Bmax
(Ballesta y col., 1990).

Asi pues, parece que el tampén, sustratos empleados, pH y fuerza iénica del
medio, influyen sobre la modulacién que ejerce el verapamil sobre la fijacién de
PHinitrendipina en mitocondrias intactas. Sin embargo, en cuanto a su efecto funcional
sobre los movimientos de Ca**, los resultados obtenidos estan en concordancia con los
datos existentes, afectando el intercambio Na*/Ca?* a concentraciones superiores a 100
uM (Vaghy y col., 1982).

En cuanto a la ausencia de efecto del diltiazem (tabla 12), los resultados
obtenidos con mitocondrias intactas coincidieron con los datos existentes sobre el

desplazamiento de la fijacién de [*H]nitrendipina en membranas mitocondriales (Brush
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y col., 1987; Zernig y Glossmann, 1988; Ballesta y col., 1990), en los que se describié
la carencia de efecto de diltiazem sobre la fijacién de [PH]nitrendipina al DHPr. Por
otro lado, los resultados obtenidos a partir de los estudios funcionales sobre el efecto
del diltiazem, éste fue uno de los inhibidores mds potentes sobre el intercambio
Na*/Ca’* mitocondrial, no descartandose por tanto, una posible asociacién con el DHPr
mitocondrial que a su vez, esté asociado con la proteina responsable del intercambio
Na*/Ca**.

Al realizar los experimentos de desplazamiento de [*H]nitrendipina en presencia
de nucledtidos de adenina, ADP y ATP, niguno de los dos, en el amplio intervalo de
concentracién utilizado (0,1 pM-10 mM), desplazé la unién de [H]nitrendipina en las
condiciones experimentales utilizadas, mientras que en membranas mitocondriales
cardiacas fue descrito la modulacién alostérica por parte de los nucleétidos de adenina,
utilizando en este caso las condiciones dptimas para la fijacién de [*H]nitrendipina
(Zernig y col., 1988). Este hecho hizo sospechar en un principio a los autores sobre la
asociacion de este receptor de baja afinidad con la proteina translocadora de nucleétidos
de adenina, siendo rechazada por los mismos autores .

En nuestras condiciones experimentales, los nucledtidos de adenina en el
intervalo de concentracién estudiado carecen de efecto sobre la fijacién de
PH]nitrendipina a mitocondrias intactas, sin embargo desde el punto de vista funcional
si ejercen un efecto modulador, aunque indirecto, sobre el intercambio Na*/Ca?*. Asi
pues, parece razonable pensar que el DHPr mitocondrial de médula adrenal, al igual
que en mitocondrias cardiacas, tampoco esté asociado con la protefna translocadora de
nucleétidos.

Posteriormente, se relacioné el DHPr con el canal aniénico de membrana
mitocondrial interna (IMAC), al observar que, en condiciones en las que se induce el
hinchamiento mitocondrial, éste era inhibido por derivados DHP (Zernig y col., 1990).
Al estudiar el efecto de DCCD sobre la fijacién de [*H]nitrendipina en mitocondrias
adrenales, se comprobd la ausencia de efecto de DCCD, un inhibidor del IMAC (Beavis

y Garlid, 1988), en un amplio intervalo de concentracién (5 nM - 100 uM). El efecto
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inhibidor de las DHP sobre el hinchamiento mitocondrial, s6lo ha sido observado en
presencia de aniones permeantes a través del IMAC, pero no cuando utilizaban Pi. En
el medio de ensayo utilizado para estudiar, tanto los flujos de Ca®* mitocondriales como
los estudios de fijacién de radioligandos, estuvo siempre presente Pi 0,2 mM por lo
que, posiblemente debido a las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo,

el DHPr no presente asociacién con el IMAC.

7.4.- COMPARACION ENTRE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES Y DE FIJACION DE
HINITRENDIPINA.

No se puede realizar una buena correlacién de los resultados obtenidos, tanto
funcionales como de fijacién de radioligandos, con mitocondrias de médula adrenal
bovina, debido a la escasez de firmacos DHP disponibles. Sin embargo si se podria
hacer una correlacién aproximada entre los efectos de los derivados DHP a nivel
funcional y a nivel de fijacién, a partir de los datos mostrados en la_tabla 13, en la que
se resume el efecto de los farmacos y otros derivados empleados sobre el intercambio
Na*/Ca®* y sobre Ia fijacién de [*H]nitrendipina.

Con respecto a los derivados DHP, las DHP que no presentan efecto sobre el
efluyjo de Ca** (amlodipina, CGP 28392, Bay K 8644), no inhibieron la fijacién de
nitrendipina al DHPr mitocondrial en el mismo intervalo de concentraciones utilizado
para ambos tipos de estudios.

En cuvanto a las demds DHP utilizadas, se puede observar que las mds potentes
inhibiendo el flujo de Ca’* a través del intercambio Na*/Ca?*, fueron también las més
potentes en inhibir la fijacién de [*H]nitrendipina al receptor DHP mitocondrial,
utilizando en ambos tipos de experimentos, las condiciones idéneas para mantener la

integridad funcional y estructural de las mitocondrias.
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TABLA 13.- RESUMEN DEL EFECTO DE FARMACOS EN ESTUDIOS FUNCIONALES
Y DE FUACION DE RADIOLIGANDOS EN MITOCONDRIAS INTACTAS.

FARMACO IC,, K,
nitrendipina 9,5 + 1,1 2,9 + 0,2
PN 200-110 11,9 + 2,8 14 + 0,8
nimodipina 34,9 + 0,2 15,4 + 2,8
felodipina 11,4 + 0,2 18,5 + 1,1
nifedipina 49,8 + 1,6 20,2 + 1,6
CGP 28392 s.e. (T5uM) s.e. (100uM)
Bay K 8644 s.e. (75uM)

amlodipina s.e. (200uM) s.e. (200uM)
diltiazem 11 +1 s.e. (100uM)
verapamil 560 + 20 s.e. (2mM)
OTROS:

ATP 2 mM s.e. (10 mM)
ADP _— s.e. (10 mM)
DCCD _ s.e. (100uM)

Tanto la potencia de efecto de los formacos sobre el intercambio Na*/Ca?* (IC), como
las constantes de inhibicién (K,) de los mismos sobre la fijacién de [PH]nitrendipina estan
expresadas en pM.

s.e. corresponde a la ausencia de efecto del firmaco a la concentracién indicada en el

estudio correspondiente.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1992



Caracterizacion funcional del receptor dihidropiridinico....Mercedes Palmero Cabezas.
Volver al indice/Tornar a l'index

Resultados y discusion 132

Asi pues, dado que de todas las moléculas utilizadas en los estudios de fijacién
de radioligandos, tan solo los derivados DHP tuvieron efecto sobre la unidén de
[H]nitrendipina a su receptor mitocondrial, parece razonable sugerir que la fijacién de
los mismos estd asociado con su efecto sobre el eflujo de Ca®* estimulado por Na*.

Adicionalmente, se observé que en ausencia de CINa no se modificaba la
afinidad del DHPr, mientras que la Bmax disminufa, hecho que hizo sugerir que el
CINa ejerciese algtn efecto sobre la accesibilidad de las DHP al receptor. Este hecho
podria explicar ademds, la diferencia observada sobre la potencia y eficacia de accién
que los derivados DHP mostraron sobre el intercambio Na*/Ca®*.

Por otro lado, la ausencia de competitividad entre nitrendipina y Na*
comprobada tanto en estudios funcionales como de fijacion de radioligandos, y el hecho
de que la presencia de nitrendipina no modificase la relacién de cooperatividad positiva
del Na* por su unién al intercambiador Na*/Ca’*, podrian sugerir que la relacién
existente entre la unién de DHP al DHPr y el intercambiador Na*/Ca?*, fuese una
modulacidn alostérica del mismo, actuando sobre la misma entidad responsable del
intercambio, a través de un sitio diferente al sitio de unién del Na*, o bien, sobre
alguno de los sistemas de intercambio existentes en la membrana mitocondrial interna
que estaria asociado al intercambiador Na*/Ca**.

A través del papel modulador de nitrendipina sobre el intercambio Na*/Ca*,
se podria sugerir un papel de nitrendipina sobre el metabolismo celular, ya que ante un
elevado aumento de Ca?* en el citosol, en presencia de nitrendipina se evitarfa la
estimulacién continua de la respiracién mitocondrial y consecuentemente, la demanda

energética celular.
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l.- Se han caracterizado las condiciones idéneas para el estudio de los
movimientos de Ca>* y respiracién en mitocondrias procedentes de médula adrenal
bovina. Este proceso se ha llevado a cabo utilizando un tampén isoosmético
suplementado con sustratos tales como succinato, rotenona, PO,H,K, ADP y acetato

potdsico.

2.- En estas condiciones experimentales se ha caracterizado la actividad del
uniportador de Ca’* mitocondrial. Los pardmetros cinéticos obtenidos son

Km = 20,9 + 32 M y Vmax = 148,1 + 7,2 nmoles de Ca®>* mg'min™'.

3.- El sistema de eflujo predominante en mitocondrias adrenomedulares es el
intercambio Na*/Ca’*. Los pardmetros cinéticos que definen dicho sistema de eflujo

de Ca’* son Km = 4,2 + 0,5 mM y Vmax = 8,5 +0,4 nmoles de Ca’* mg? min™.

4.- Ninguno de los fdrmacos utilizados, pertenecientes o no al grupo de las

DHP, afectan a la actividad del uniportador de Ca** mitocondrial.

5.- El diltiazem, verapamil, y la mayorfa de los derivados DHP utilizados,
ejercen un efecto inhibidor sbbre el intercambio I“\Ia‘f/Ca2+ mitocondrial. La
ﬁitrendipina, inhibe la actividad del intercambio Na*/Ca** mitocondrial de forma no
competitiva, afectando tan solo a la Vmax del intercambio sin modificar la afinidad de

dicho sistema por el Na*.

6.- Los estudios de fijacion de [’H]nitrendipina en mitocondrias intactas
proporcionaron una Kd de 2,9 + 0,2 uM y una Bmax de 6,02 + 0,40 pmol mg™! de
proteina. La fijacién de H]nitrendipina a mitocondrias intactas, sélo fue afectada por
derivados DHP.
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7.- Los derivados DHP que ejercen efecto sobre la actividad del intercambio
Na*/Ca’*, modulan la fijacién de [H]nitrendipina. Esta relacién sugiere una asociacién
entre 1a unidn de los derivados DHP al receptor de baja afinidad, con su efecto sobre
el intercambio Na*/Ca** mitocondrial, sin precisar si dicho sitio de unién se localiza
sobre la misma entidad molecular responsable del intercambio Na*/Ca?* o bien, sobre
alguno de los sistemas de transporte existentes en la membrana mitocondrial interna que

estuviese asociado al intercambiador Na*/Ca?*.
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