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- ADP: adenosina-5'-ditbsfato.

- ATP: adenosina-5'-trifbsfato.

- Bmax: núnlero de receptores.

- BSA: albúnlina sérica bovina.

- BTZ: benzotiazepinas.

- CCDV: canales de calcio dependientes de voltaje.

- cHAPS: 3-[(colamidopropil)-dimeti lamonio]- I  -propanosurfonaro.
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- EDTA: ácido etilendianrinotetraacético.
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- RR: rojo rutenio.

- Tris: tr is(hidroxi nreti l)-arninonletano.
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lntroducción

Gran parte de la capacidad de generar energia en muchas células reside en las
mitocondrias presentes en todas las células eucariotas aerobias. El número de

mitocondrias, que refleja la función fisiológica del tejido y determina su capacidad para

llevar a cabo funciones metabólicas aerobias, es relativamente constante y característico
para cualquier tipo de célula deterniinado, pero puede cambiar con el estado de
desarrollo o con la actividad funcional del tejido, pudiendo constituir una fracción

relativamente elevada del volunlen citoplásrnico.

Estas organelas estan localizadas generalmente en las proxirnidades de las
estructuras que necesitan ATP o se hallan cerca de una fuente de combustible de la que
dependen. I¿s mitocondrias se distribuyen de forma típica en los diferentes tipos
celulares; por ejernplo, 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 lipídicas
citoplásrnicas, que actúan como fuente de combustible (Ernster y Schatz, I98l).

EI tamaño y forma de las ¡nitocondrias también varían según los tipos celulares
de los que proceden, siendo más o rnenos esféricas en células de levadura, elipsoides
en células hepáticas, cilíndricas en células renales, etc- No son estructuras rígidas, sino
que presentan gran plasticidad (experirnentando cambios rápidos en su forma y volunien
según el estado metabólico de la célula) y movilidad, desplazándose por el citoplasma,

de forma que aparecen a menudo asociadas a los microtúbulos del citoesqueleto.

Las mitocondrias son las únicas organelas celulares que presentan su propio

sistema genético y maquinaria para Ia síntesis de proteinas. Sin embargo menos de un
l0% de las proteinas mitocondriales son sintetizadas por el ADN mitocondrial. Todas
las proteínas de la membrana mitocondrial externa, espacio intermembranoso, matriz
y algunas de la lnenlbrana mitocondrial interna son sintetizadas por el genonta nuclear
y tan sólo los cotltponentes hidrofóbicos de la cadena respiratoria mitocondrial son
codificadas por el ADN ntitocondrial (Pfaner y Neupert, 1990; Hartl y Neupert, 1990).

Las nlitocondrias estan lin'litadas por dos membranas constituidas por una bicapa
lipídica, que definen dos compartirnentos mitocondriales separados; la matriz, espacio

delimitado por Ia ¡nembrana ntitocondrial interna, y un espacio intermembranoso mas

a
J
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lntroducciórr

estrecho entre la lttembrana ruitocondrial interna y la externa. Cada una de estas

regiones contiene diferentes proteínasadaptadas para desarrollar funciones específicas.

I.- ESTRUCTURA

A.- MEMBRANA MITOCONDRIAL EXTERNA.

Presenta una relación lípido/proteína relativamente elevada y una relación

superficie/volumen baja debido a la ausencia de invaginaciones (LaNoue y Schoolwerth,

1979). Entre las proteínas de membrana contiene porina (Freitag y col., 1982), que

forma grandes canales a través de la bicapa lipidíca. Esta membrana es permeable a

iones y moléculas de menos de 5.000 daltons de peso molecular (Schoolwerth y

I-aNoue, 1985). Entre las funciones principales de esta rnernbrana destacan la oxidación

de aminas aromáticas neuroactivas asociada al enzirna monoamino oxidasa. síntesis de

cardiolipina y el transporte de proteínas 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

intertnembranoso es químicamente semejante al citoplasma respecto a las pequeñas

moleculas que contiene. En este espacio se mantiene el balance de los nucleótidos de

adenina mediante la actividad de los enzimas adenilato quinasa y nucleosidos mono y

difosfoquinasa, la transferencia de electrones del cornplejo III al IV de la cadena

respiratoria a través del citocromo c (Darley-Usmar y col, 1987) y el procesamiento de

las proteínas procedentes del citoplasma (Tzagoloff y Myers, 1986).

4
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I¡rf  rodtrcció¡r

C.-  MEN,IT}RANA MITOCONDRIAL INTERNA.

La membrana mitocondrial interna está plegada en numerosas crestas que

aumentan su superficie total y experirnenta notables canlbios de forma según el estado

respiratorio de la niitocondria. El contenido lipídico en la membrana interna

(aproxinradarnente un 30%) es rnenor que en la externa. Los cornponentes lipídicos

nrayoritarios sor' t  fosfaticl i lcol ina (a0%), fosfatidi l-etanolamina(35%) y una proporción

elevada de cardiol ipina (superior al l0%) lo que posiblenrente contribuye a hacerla muy

irrrpermeable a los iones, propiedad qr¡e caracteriza a dicha membrana.

Un 10% de su conte¡iido son proteinas, por lo que la relación lípido/proteína de

la membrana nlitocondrial interna es baja (LaNoue y Schoolwerth, 1979). Existen

diversas proteínas de transporte que le confieren una pernreabilidad altamente selectiva

a peqtreñas ntoléculas (DePierre y Ernster, 1977). Entre el 20 y 25% de la proteína

total de Ia rnemtrrana interna está constituida por proteínas enzimáticamente activas.

Los tres tipos principales cle proteinas constituyentes de esta membrana son las

qtre catalizan las reacciones de oxidación de la cadena respiratoria; el contplejo

errzimático ATP sintetasa, que cataliza la síntesis de ATP en la matriz y proteínas de

trarrsporte que regulan el paso lridireccional de ntetabolitos por la membrana.

D.- [ \{ATRIZ I\, I  ITOCONDRIAL.

La lltatriz nritocondrial experinrenta cambios en su organización clurante las

variaciones de actividad respiratoria, de tbrrna que al aunlentar el núlnero de crestas

nli tocondriales, disminuye el volumell de la nratr iz, y viceversa.

Contiene una mezcla muy concentrada de cientos de enzimas diferentes,

i¡lclrridos los que Inetairolizan el piruvato y los ácidos grasos, los enzinras clel ciclo de

los áciclos tricarbclxílicos, enzirnas de parte clel ciclo de la urea, enzirnas que protegen

contra Ia fbrruación de radicales superóxido, proteasas especíticas para el procesanriento

de las proteínas sintetizaclas en el citoplasnia, DNA polirnerasas, etc. (Srere, I980).
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2.- TRANSI'ORTADORES DE NIEN,,II}RANA iVIITOCONDRIAL INTERNA.

Han sido identificadas nrás cle doce proteínas transportadoras en la nrenlbrana

interna de I l t i tocondrias de células aninrales (Halestrap, 1978; LaNoue y Schoolwerth,

1979; Schoolwerth y LaNoLre, i985). La actividad cle los transportaclores de Ia

me¡trbrana nlitocondrial interna reflejan las necesidades nietabólicas y requerirnientos

energéticos en los diferentes tejidos.

Los sistemas de transporte mitocondriales, presentan cinéticas de saturación y

tnuestran un grado marcado de especiticidad por sus sustratos. Muchos son inhibidos

por toxinas naturales o análogos sintéticos del sustrato y por reactivos específicos de

grupos sulfidrilos.

Los transportadores no son simples canales y en ntuchos de ellos, los protones

intervienen como co-sustratos de transporte, depenclendienclo dictlos transportadores del

gradiente de pH mitocondrial.

Estos sistellras de transporte se han clasificado según su interacción con el

gradiente electroquíruico de protones, en:

l.- Transporte electroneutro contpensado por protones. E¡i este grupo se incluyen el

transportador de fbsfato, glutanrato, piruvato y el transportaclor de onritina y

arninoácidos catiónicos.

2.- Intercanrbio electroneutro de aniones que incluye el i¡rtercantbio de ácidos di y

tricarboxílicos, Lales conto citrato, malato y a-cetoglu[arato.

3.- Transporte electroneutro de nletabolitos tales cotno carnitina, glutarnina y

aminoácidos neutros, en el cual no intervienen los protones.

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

transportador de nucleótidos de adenina.
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lntroducción

3.- FUNCION DE LAS MITOCONDRIAS.

La función principal de las ¡nitocondrias es genenr la mayor parte del ATP

celular para irnpulsar las reacciones energéticamente desfavorables.

[.os principales sustratos del metabolismo aerobio oxidativo mitocondrial son los

ácidos grasos y el piruvato. Arnbos combustibles son transportados seleetivamente desde

el citosol hacia la matriz mitocondrial, donde son transformados en acetil CoA.

Con la condensación de acetil CoA y ácido oxalacético para producir ácido

cítrico se inicia el Ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT). Cada ciclo produce dos

moléculas de COr, tres de NADH, una de FADH2 y una molécula de ATP a partir de

GTP, mediante fosforilación a nivel de sustrato. La contribución más importante de las

mitocondrias al metabolismo consiste en la extracción de electrones de aha energía de

los sustratos oxidados por NAD+ y FAD. Dichos electrones, unidos a NADH y

FADH2, pasan a la cadena respiratoria de la membrana mitocondrial interna y son

transferidos hasta el oxigeno molecular. La energía liberada en la transferencia de

electrones a lo largo de la cadena respiratoria, desde NADH y FADH, hasta el 02 es

utilizada para bontbear H* desde la matriz hasta el espacio intermembrana a través de

la membrana interna, creando un gradiente electroquílnico de protones.

Una vez que los electrones alcanzan el final de la cadena respiratoria, las cargas

negativas creadas se neutralizan por la adición final de los electrones a la molécula de

oxígeno, haciendo que los H* sean bombeados hacia la matriz mitocondrial a través del

enzirna ATPasa-sintetasa impulsando la conversión de ADP y Pi en ATP mediante el

proceso denominado Fosforilación 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 el50% de las proteínas de la membrana mitocondrial interna

estan asociadas co¡l el sistema errzinlático que cataliza la fosforilación oxidativa, que

funcionaltnente está compuesto por los siguientes cornplejos enzimáticos que

interaccionan entre sí:
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Introducción

- Complejo I: NADH:Ubiquinona oxidorreductasa.
- Complejo l[: Succinato: ubiquinona oxidorredlrctasa.

- Complejo ttl: ubiquinona: ferrocitocrorno oxidorreductasa.
- Complejo IV: ferrocitocronio c: oxigeno oxidorreducfasa.
- Complejo V: ATP sintetasa.

De los cinco complejos enzimáticos, Ios complejos l,ll,lll y IV junto con

ubiquinona y citocromo c constituyen la cadena respiratoria. Los transportadores de

electrones de la cadena respiratoria son estructuras quinónicas (FMN, FAD,

ubiquinona) y complejos melálicos de transición con las estructuras quinónicas (centros

hierro-sulfurados, grupos hemo y proteínas que unen cobre).

Los complejos I, tll y IV coinciden con tres regiones donde la energia oxidativa

se conserva por medio del acoplamiento de la translocación vectorial de protones con

la creación de un gradiente electroquírnico de protones en la meurbrana, y la energía

protónica así creada es utilizada para la síntesis de ATp.

El sistema de transporte de electrones es reversible hasta el nivel del citocromo

c. El paso final de la transferencia de electrones a nivel del citocromo a3 al oxigeno es

irreversible desplazando el equilibrio del sistema hacia la síntesis de ATP. Mediante

aislamiento de los tres complejos anteriormente citados y su incorporación en vesículas

lipídicas, se demostró que la transferencia electrónica a través de ellos está acoplada a

la translocación de protones (Wikstróm y col., 1981; Hatefi, 1985).

Et complejo V eslá constituido por F,Fo ATPasa. Es un cornplejo enzimático

reversible que cataiiza la síntesis de ATP mediante fosforilación oxidativa. utilizando

el gradiente de H* generado por las reacciones de oxidación. Esta ATPasa de

membrana mitocondrial interna esLí integrada por dos componentes estructural y

funcionalmente diferentes, F, y Fo. El sector F, constituye la subunidad catalítica del

complejo, con uno o dos sitios catalíticos, y el sector transmembrana Fo, compuesto por

proteínas hidrofóbicas, constituye la vía de transporte de H* hacia el interior

mitocondrial (Senior, 1988).
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En la síntesis cle ATP estarr inrpl icaclos tres sit ios catalít icos de la subunidad F,,

aunque todavía no existen datos convincentes sol¡re Ia ¡recesidad e irnplicación de estos

3 sit ios (Cross, 1981; Gresser y col.,  1982). Durante Ia síntesis de ATP, se requiere

energía para disnrinuir la elevada aflnidad con que el ATP eslá unido al prirner sit io

catalítico y posterior liberación del ATP a la matriz nritocondrial, que es generada por

el gradiente electroquí¡nico de protones a través de la rnembrana mitocondrial interna

(Penefsky, 1985).

4.- PAPEL DEL CALCIO EN LAS MITOCONDRIAS.

La gran diferencia entre las concentraciones extra e intracelular de calcio, del

orden rnM y sub¡rM respectivanlente, crea un gradiente electroquírnico tnuy

pronunciado a través cle la mernbrana plasnrática de la célula, de forma que, la entrada

de un núrnero relativalnente pequeño de iones calcio (Caz*) al interior celular,

increnlenta de fbrnra drástica la concentració¡l intracelular del Ca2*, iniciando, según

el sistema biológico y la situación funcional de la célula, una serie de acciones

tisiológicas.

Debido a este gracliente electróquímico tan elevado existen por tanto en la célula

runa serie de nlecanisnlos para regular y modular la distribución espacial y tenlporal de

las variacio¡les transitorias en la concentración i¡rtracelular del Ca2*.

Este control es l levaclo a cabo por una serie de proteínas citosólicas solubles que,

aderrtás, están inrpl icadas err el procesarniento de la señal intracelular del Ca2*; por el lo

se les denomina "proteírras nlodLrladas por calcio" y entre ellas destacan la troponina C,

parvalbtirnina y cal nrodulina.

Pero, princi¡ralnrertte, la regulación y rnanteninl iento de la concentración de Ca2*

intracelular ert el orclerr sutrnricronrolar, es l levado a catro por una serie de proteínas

intrírrsecas de nientbrana que transportan calcio. Estos sistemas se localizan en

nlenrbrarra plasmática, retículo ertcloplásmico/ sarcoplásnlico, mitocondrias y tanrbién

en núcleo. Las dit'erencias entre estos sistemas de transporte son su at'inidad por el
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calcio y capacidad de transporte (Carafol i ,  1987; Rasnrr¡ssen y Wais¡ran, 1983).

Entre los orgartelas celulares que intervienen en la houteostasis clel calcio, los

retículos endopliísrnico y sarcopliísr¡rico soll los ¡llás intportalltes en la regulación de

la hotneostasis del calcio citosólico en condiciones flsiológicas, sienclo adenrás la

principal reserva de calcio intracelular (Sornlyo y col.,  1985). Anlbos..retículos

presentan una Ca2*-ATPasa depencliente de Mg2* con alta aflniclad por el Cat* y

capacidad de transporte, acumulando 2 iones Ca2* sinrultáneanlente a la hidrólisis de

ATP (Fabiaro, 1985).

En condiciones fisiológicas, la irnportancia de la nritocorrclria conlo tampón del

calcio citosólico es Inenor que la del retículo endoplásrnico, debiclo a la baja afinidad

de las ni i tocondrias por el Caz* (Krn entre 5 y 30 ¡rM) (Richrer y Kass, l99l) y ala

lenta velocidad de captación (Scarpa, 1976). Ade¡nás, utilizando sondas sensibles al

calcio, se ha demostrado, tnediante uricroscopía electrónica, que el contenido total de

Caz* en mitocondrias es demasiado bajo para que actúen como depósitos de Ca2*

(Sorn lyo y  co l . ,  1985) .

El estudio de los sistenras de transporte de calcio en nlitocondrias puso de

Itlanifiesto el papel del calcio niitocondrial corno activaclor potente del metabolisrno

oxidativo (Hansfbrd, 1985; Denton y McCornlack., 1990). Al auntentar la

concentración de Ca2* ntitocondrial en un intervalo de 0,1-10 ¡rM, se produce la

activación de varios enzimas dependientes de Ca2+ intranlitoconclrial corno las tres

deshidrogenasas claves en la regulación del nletabolisnto óxidativo: Piruvato

deshidrogenasa (PDH), NAD-isocitrato deshidrogenasa (NAD-ICDH) y 2-oxoglutararo

deshidrogenasa (OGDH) (McCorrnack, 1985; Hanstbrd, l99l) .

Diversos estímr"rlos hornlonales actúan sobre las células produciendo un aumento

de calcio citosólico y subsecuenternente una demanda de ATP. De los estudios

realizados con tejido cardíaco y hepático, parece razonable suponer que esta demanda

energética se satisface por el estírnulo del metabolismo oxidativo producido por el

au¡nento de calcio ntitocondrial (Crompton y col., 1983), ya que se ha demostrado que

el autnento de calcio citoplasniático, producido por dichas honllonas y por otros
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estítnulos externos, cla lugar a un rápido ai lntento e¡r la actividad de PDH y OGDH,

ciclo del ácido cítr ico y consecuentenrente, de la respiración rnitocondrial (McCormack

y col.,  1990; Ha¡isfbrd, l99l). Dada Ia inr¡rortancia de Ia función mitocondrial en el

control de la energía celular, recientenrente ha sido estudiado el cornportarniento de las

rnitocondrias en células intactas, observandose que Ios cambios en la concentración

intracelt¡ lar de Ca2* ante estínrulos f isiológicos, da lugar paralelamente a cambios

signif icativos err la proclucción de energía nritocondrial (Duchen, 1992; Rizzuto y col.,

1992).

5.- SISTEN,IAS DE TRANSPORTE DE CALCIO EN MITOCONDRIAS.

El sistenia cle transporte de Ca2* en la nienlbrana rnitoconclrial interna tiene dos

rutas separadas. La ca¡rtación de Ca2* tiene lugar a través cle un uniportador

electrogénico, cortto consecuencia del potencial eléctrico a través de la membrana

intenla originado por la actividad de la cadena respiratoria (Rottenberg y Scarpa, 1974),

ntientras que la sal ida de Ca2* intranritoconcir ial,  en Ia nrayoría de los tej idos, ocurre

por un intercall tbio con Na*. Así pues, el ciclo del Ca2* a través de la lnelnbrana

interna nritoconclr ial depenclerá de la actividad de anlbas rutas.

5.1. -  UNIPORTADOR f )E C:r2* .

Al igual que en toclas la funciones nl i tocondriales dependientes de energía, la

principal f irente uti l izacla para la acunlulación de Ca2* es la respiración (Lehninger y

co l . ,  1967 ) .

En la hipótesis quirrt iosrnótica de N,f i tchell  se estableció que el transporte

electrórl ico y la súrtesis de ATP estalr acoplados nlediante un gracl iente electroquímico

de H" generacfo por un transporte activo cle H" desde la nlernbrana interna rnitoconclrial

al exterior que, a slt vez genera una clif'erencia de potencial entre la nlenlbrana

tt l i tocondrial y el citopla.snta, negativo en el lado rnitocondrial interno (-180 nlV)
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(Mitchell, 1966). Esta diferencia cle potencial cor'¡stitr.rye la fuerza protontotríz que

protnueve el transporte de Ca2* desde el citoplasnla hacia el interior nl i toconclr ial

(Carafoli, 1982). La estequiornetría del proceso de bonlbeo cJe H* al exterior

nti tocondrial y entrada de Ca2* (2:l) corrobora que la captaciórl cle calcio ci isipa la

diferencia de potencial generada por el bonlbeo de H* al exterior (Reynatarje y

Lelrninger, 1977).

Existe una relación lineal entre la velocidad de captación de Ca2* y el potencial

de membrana Itritocondrial, de fbnna que es necesario un canlbio nruy grande en el

potencial de la niisrna para rnodif-rcar la actividad del uniportador (Akernran, 1978a;

Crompton y co l . ,  1983) .

Durante Itruchos años el papel de la mitocondria conro orgánulo controlador en

la homeostasis del Caz* citoplásrnico tue sobreestimacla. Los estudios cletallaclos de los

parántetros cinéticos de captación demostraron la baja afinidad del uniportaclor por el

Ca'* , que dependiendo de las condiciones experirnentales y clel tejido del que procedan,

presenta valores de Krn alrededor de l0 ¡¿M, y en las condiciones experiment¿les nlás

favorables la Vmax del proceso es de 0,6 ¡,cnroles de CaZ*llllg de proteína y por rninuto

(Vercesi y col.,  1978). Por otro lado, uti l izando sondas sensibles al Ca2*, mediante

microscopía electrónica, se cornprobó que el contenido total de Ca2* en niitocondrias

es demasiado bajo para que actúen conro depósitos de Ca2* (Sonilyo y col., 1985).

La capacidad de captación y acuntulación de Ca2* aunrenta en presencia de

fosfato inorgánico (Pi) (Rossi y Lehninger, 1964; Fiskunr y Lehninger, 1980) debido

a la formación de un conrplejo insoluble de fosfhto cálcico en la rnatriz sin provocar

cambios estructurales y funcionales de las nlitocondrias, incluso con niveles elevados

de carga de Pi y Ca2* (Carafol i ,  1987).

El uniportador de calcio presenta especificidad por otros cationes divalentes

como Sr2*, Ba2*, Mn2* y Mgt*.(Scarpa y Azzone, 1970; Bragaclin y col.,  1979;

Affoltery Carafol i ,  l98l). Conto se resunle en la tabla l ,  la activiclad del uniportador

de calcio es arriplianrente modulada.

t -
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La presencia de Mn2* en el rnedio estinlula la captación de Ca2* (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 Exron, 1983).

La presencia de SÉ+ en el medio de incubación de las mitocondrias presenta el

mismo efecto estimulador sobre Ia captación de Ca2n que el Mn2* pero sin precisar la

presencia de Mg2* (Hughes y Exton, 1983).

El Mg2* afecta a la cinetica del uniportador enlenteciendo la velocidad inicial

de captación y transformando la cinética del proceso en sigmoidea (Akerman y col.,

1977; Bragadin y col. , 1979; Akernran y Nicholls, 1983), frjando de esta forma, la

concentración de Ca2* extramitocondrial en la que se alcanzael equilibrio (det ciclo del

Ca'*) a niveles mucho mayores (Nicholls, 1978a).

La concentración de Mg2+ necesaria para observar su efecto inhibidor sobre el

uniportador varía en los diferentes tejidos, por lo que se especuló que las ¡nitocondrias

de los distintos tejidos han adaptado su sistema de transporte de calcio a sus medios

intracelulares específicos (Favaron y Bernardi, 1985).

El uniportador de calcio es bloqueado por lantánidos y rojo rutenio, un inhibidor

selectivo del uniportador (Moore, l97l). Tanto los lantánidos como el rojo rutenio

inhiben la captación de Ca2+ a concentraciones rnuy bajas (del orden de 10-? M),

actuando probablernente de forrna directa sobre el uniportador de Ca2* sin afectar ni a

la respiración ni a la fosforilación oxidativa mitocondrial (Pedersen y Coty, 1972; Reed

y Bygrave, 1974; Puskin y col., 1976).

La actividad del uniportador tanibién es inhibida por anticuerpos

antiglicoproteínas (Panfil i  y col., l9'16, 1981), por lo que se supuso la presencia de

restos glucídicos en el uniportador, lo cual está en corcondancia con la inhibición

específica del mismo por rojo rutenio.

Otros inhibidores de la captación de Ca'* , pero que actúan de tbrnra indirecta,

son los agentes desacoplantes tales como 2,4-dinitrof'enol y carbonil cianida p-trifluoro

nietoxifenil- hidrazona, que aunrentan la captación de H* por la mitocondria y disipan

el gradiente de H*. Los inhibidores respiratorios antinomicina A y cianuro actúan a
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través del bloqueo del transporte electrónico (Pedersen y Coty, I9l2; Brinley y col.,

1978). Otros bloqueadores del transporte de calcio son conrpuestos rnercuriales

orgánicos como mersalil, y p-mercuriobenzoato que inhiben todos los procesos

dependientes de Pi localizados en la membrana nlitocondrial interna o en la nratriz

mitocondrial (Pedersen y Coty, 1972\.

Entre los antagonistas del calcio, existen pocos datos a nivel de su acción sobre

el uniportador, así por ejemplo, los derivados dihidropiridínicos, nitrendipina y

nimodipina, inhiben la captación a concentraciones elevadas, en el orden pM (Buss y

col., 1988). Sin embargo, el agonista BayK 8644, parece ser que ejerce un efecto

activador sobre la captación de Ca2* y que este efecto no es directo sobre el uniportador

sino que mas bien está relacionado con un aumento global en la acurnulación de Ca2*

debido a un cambio en el balance entre la entrada y ef'luio de Ca2* en la uritocondria

(Baydoun y col.,  1990).

Entre los demás antagonistas del Ca'*, el bepridil, del grupo de las

arilalquilaminas, inhibe a concentraciones elevadas la captación de Ca2* probablernente

debido a que, a dichas concentraciones, el bepridil estimula la actividad ATPasa y

desacopla la fosforilación oxidativa del transporte electrónico (Matlib, 1985).

Iguahnente, otros antagonistas del Ca2* corno verapamil y diltiazern inhiben la

captación de Ca2* en un orden de concentración aún rnás elevado del que lo hacen los

derivados dihidropiridínicos (Buss y cot., 1988).

Tanlbién ha sido observado, que el sistema de captacion de Caz* mitocondrial

estií sujeto a regulación hormonal mediante un mecanismo aún desconocido

(McCormack y col., 1990) así, los agonistas a,-adrenérgicos estinlulan la actividad del

uniportador de Ca2* en mitocondrias hepáticas y cardiacas (Crompton y col., 1983).

Recientemente ha sido descrito el efecto activador sobre el uniportador de

poliaminas tales como esperntina o espermidina (Jensen y col., 1989) y de antibióticos

aminoglucósidos (Króner, 1990).
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TABLA 1.- MODULACION DEL UNIPORTADOR DE Ca2'

EFECTO
ACCION DIRECTA

- Cationes divalentes:

Mn2*

SÉ*

Mgt*

- Ro.io rutenio

- Lantano

- Anticuerpos de

glicoproteínas

- Arninoglucósidos

- Poliarninas

ACCTON INDIRECTA

- Desacoplantes

- Inhibidores respiratorios

- Inhibidores del Pi

- Fánnacos inhibidores:

Bepridil

Nitrendipina

Nirnodipina

Verapamil

Dilt iazem

- Fár¡nacos estilnuladores:

BayK 8644

Agonistas o adrenergicos

REFERENCIA

estirnulación

esti¡nulación

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Inhibición

Estirnr¡lación

Esti¡nulación

Inhibición

Inhibición

Inhibición

IC_ro : 93 pM

IC* : 216 ¡tM

IC_50 : 194 aM

IC,ro : 163 ¡tM

IC-ro : 1030 pM

EC_so : 18,9 ¡rM

5

6

7

I

I

a

J

3,4

3 , 8

3 , 6

5

9

l 0

l 0

l 0

l 0

il

l z , 1 3

[ ) H u g h e s y E x t o n ,  1 9 8 3 ; 2 ) A k e r n r a n y c o l . ,  1 9 7 7 ; 3 ) P e c l e r s e n y C o t y ,  1 9 7 2 ; 4 ) p u s k i n y c o l . ,  1 9 7 6 :

5)Panf i l i yco l . ,  1976:6)  Kr i iner ,  1990;  7 )Jensenyco l . ,  1989;  8 )Br in leyy  co l . ,  1978;9)Mat l ib .

1985; l0) Buss y col . ,  t988; i l )  Bay<toun y col . ,  1990; 12) Kessar y crornpton, lggt:

l3) Crompton y col . ,1983.
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5.2.- SALIDA DE CALCIO MITOCONDRIAL.

La rnitocondria no puede retener cantidades ilirnitadas de Ca2* y, para evitar la

calcificación de la tnisma, la velocidad de salida del Caz* debe ser cornparable a la de

captación. Hechos tales cotno que el proceso de captación sea electrogénico; que la

actividad del gradiente sea menor que el predicho por la ecuación de Nernst y que el

potencial de membrana es estable bajo condiciones fisiológicas, condujeron a la

conclusión de la existencia de rutas distintas para la captación y salida de Ca2*

intramitocondrial, operando esta última de forma independiente del potencial de

membrana. Han sido descritos dos siste¡nas de eflujo de Ca2*, uno estimulado por Na*

y otro independiente de éste.

En 1969 se tuvo la priinera evidencia sobre la capacidad del Na* para disminuir

la acumulación del Ca2* en mitocondrias procedentes de tejido muscular (Dransfield y

col., 1969). Posteriormente se demostró que el efecto del Na+ (y tarnbién Li*) era

estimular la salida del Caz+ preacumulado por las mitocondrias (Carafoli y col., 1974).

Este fenórneno se atribuyó a la existencia de una ruta de salida de Caz*

intramitocondrial distinta de la ruta de entrada, el transportador Na*/Ca2* (Crompton

y col, 1976a).

La capacidad del Na* en inducir el eflujo de Ca2* planteó la duda de si tal eflujo

provocaría movimientos de Na*, por lo qr,re Crornpton y col. (L9l6a) estudiaron los

movimientos de Na+ a través de las membranas rnitocondriales. Observaron que, al

incubar las mitocondrias con Na* en ausencia de Caz*, el Na+ se acumulaba en la

matriz y, tras estimular la respiración rnitocondrial, salía de la mitocondria para ser

recaptado de nuevo. Sin elnbargo, si se preincubaban las mitocondrias con Ca2* y se

estimulaba la respiración, tras añadir Na* el movimiento de éste era hacia el interior

mitocondrial y proporcional a la concentración de Ca2* añadido.

La entrada de Na* al interior mitocondrial en intercambio con H* fue propuesta

en el año 1967 en mitocondrias de hígado, y atribuida a la existencia de un intercambio

Na*/H* (Mitchell y Moyle, L967). La existencia de este sistema de intercambio en
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rrritocollclrias de corazón podría explicar la depenclencia de energía para la salida de Na*

intrarrritocorlclrial otr.servada por Crornpton y col.(1976a), ya que Ia respiración crea un

gradiente de pH a través de la nlernbrana interna, alcal ino en el interior, por lo que

podría ser establecido el intercanibio enfre Na* hacia el exterior nritocondrial y H*

hacia el interior.

5 .2.1.  In tercanrb io Na*/C¿rz* .

En ttn princi¡rio se pensó que la capacidad del Na* de inclucir el eflujo del Ca2*

intrartritocondrial era ntediante la nlodulación del intercalnbio de Ca2* por H*. Así

pttes, el intercalllbio global de 2H* por Ca2* dt¡rante el estírnulo de Na* era secuencial

en el que intervendrían el intercanlbio Na*/Ca2* y el Na*/H*.

Un segtrndo modelo hipotético sobre el papel del Na*, incluía a éste como

sttstrato del intercarnbio (Crontpton y col.,1976a). implicanclo tanlbién al intercambio

Na"/H*, integrándolo en el circuito quinriosmótico cle H+:

Ca:t '

(l) bonrlle<l de H' por respiraci<in nritocrrndrial

(2)  unipor tador  de Car" ;  (3)  Na " /Ca: ' ;  (4)  Na'  /H -

El rnovir l l iento de Na*, Ca2* y H* a través cle la nlenlbrana nl i tocondrial i¡ terna

cla lLrgar al desacoplanliento entre la respiración y la fbsfbrilación oxiclativa.

Según el nrodelo de intercalnbio, el et luio de Ca2* intrantitoco¡rdrial en contra

del graclierlte electroquírnico clel Ca2* se produce gracias al gracliente del Na* creado

| .-7
L I

(+ )

NaCaH *

Na {
( r ) (2) (3) (4)
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a través de la nlenlbrana rtt i tocortclr ial interna y nrantenido por el intercalubio Na*/H*

(Cronrpton y Heid, 1978). La f lerza ntotr iz para el intercanlbio es proporcionacla por

la diferencia entre el gradiente electroquírnico de antbos cationes, Na* y Cat*, con una

estequiornetría de n Na*: Ca2* (Crompton, 1985) sie¡ido necesaria la energía proceclente

de la respiraciórr ntitocondrial para la actividad del transportador Na*/Ca2* (Crornpton

y col.,1976a). Este nlodelo, en el que se incluyeal Na* conto sustrato cle intercalnbio,

ha servido de base para los estudios del intercanlbiaclor Na*/Ca2*.

Inicialmente se pensó que el transportador Na*/Ca2* estaba presente únicamente

en tejidos excitables (Crompton y col., 1978), pero posterionnerrte se clemostró su

presencia en tejidos no excitables con'ro liígado o rirlón, aunque en estos tejidos la

capacidad del transportador es escasa por lo que presenta poca inrportancia funcional

(Hawortl i  y col.,  1980).

Las mitocondrias procedentes de corazón y corteza adrenal son las qLle presentan

la ntayor actividad del transportador (Crornpton y col. , 1976a; 1978; Nicholls, 1978b).

La eficacia del intercarnbio es intennedia en llritocondrias aisladas a partir de tejido

adiposo, glándulas parotoideas y nrrisculo esquelético, rnientras que es relativarnente

baja en hígado, riñón y rntisculo íleo (Crompton y col., 1978; Nedergaard y Cannon,

1980; Haworth y col.,  1980; Hefron y Harris, 1981).

El estudio y caracterización de este sistema ha sido realizado principalnrente en

Initocondrias de tejido cardiaco, donde la salida de Ca2* independiente de Na* es niuy

lenüa, represenlando tan solo un 2% del etlujo estirnulado por Na* en condiciones

fisiológicas (Hayat y Crompton, 1982; Crompton y col., 1978).

El papel fisiológico del transportador Na*/Ca2* en niediar la salida de Ca2*

intramitocondrial viene deternlinado por sus constantes cilléticas. La at'inidad del

intercanibiador por sus sustratos Na* externo y Cat* interno podría deterrninar el papel

del intercambio Na+/Ca2* en ¡nantener reducida la concentración de Ca2* en la matriz

durante el ciclo del Ca2* mitocondrial.

La velocidad de salida de Ca2* estirnulada por Nan extranlitoconclrial, presenta

una dependencia sigmoidal de la concentración de Na*, lo que poclría reflejar la

r8
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participación de nás de un catión Na* en el proceso (Crornpton y col. , 1976b; Hayat

y Cronipton 1982).

El comportamiento cinético observado in vitro por varios autores, se

correlaciona con modelos en los que se observa cooperatividad positiva, con un

coeñciente de Hill entre 2 y 3. Cornparando con la estequiometría3 Na*:1 Ca2* del

intercambio Na+:Ca2* de sarcolenra (Pitts, 1979; Reeves y Sutko, 1980), es posible que

la estequiometría sea ntayor de 2, e incluso 3 y, por lo tanto, que el transportador se

comporte de nrodo electrogénico (Hayat y Crornpton, 1982; Crornpton y col.,1916b,

Crompton,l985). Sin embargo, el valor ernpírico de n no puede usarse para diagnosticar

la estequiometría del proceso puesto que además de no dar información sobre el número

de iones Ca2* intercambiados, la sigrnoidicidad del intercambio puede ser influida por

el procedimiento de purificación de las mitocondrias y condiciones de ensayo del

intercambiador (Wolkowicz y col., 1983).

La concentración citoplásmica del ión Na+ está dentro del intervalo óptimo para

activar la salida de Ca2* intraniitocondrial, de forrna que la concentración necesaria de

Na* para estimular el intercanlbio Na*/Ca2* no perjudica la transducción de energía

mitocondrial, ni la integridad de su estructura, incluso a concentraciones elevadas de

Na* (20-120 mM) (Crornpton 1985).

Este transportador actúa de nlodo asinlétrico en la rnitocondria, presentando

mayor afinidad por el Na* externo y Ca2* interno que sobre Na+ interno y Ca2*

extemo (Hayat y Crornpton, 1982). Relacionando el intercambio Na*/Ca2* mitocondrial

con el existente en merlrbrana plasmática, Crompton (1985) postuló que el ATP

matricial podría ser el responsable de esta asirnetría, al igual que ocurre con el

transportador de ntembrana plasrnática, donde el ATP intracelular aumenta la afinidad

del transportador por el calcio intracelular. Sin ernbargo, todavía no existe evidencia

del papel del ATP Inatricial, pero podría ser el responsable de la mayor afinidad del

intercarnbiador por el Ca2* intranlitocondrial.

La actividad del intercambiador es sensible al Ca2* extramitocondrial. Estudios

in vitro sobre la actividad del transportador revelaron la existencia de sitios reguladores
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localizados en la superficie extenla de la menlbrana nlitoconclrial interna para el Car*,

dist intos de los sit ios de unión del calcio colno sustrato de transporte a través de la

metnbrana. Así pues, existe una relación corrpetitiva entre Na* y Ca2* externos por su

unión al transportador como sustratos de intercanrbio, rnientras que la unión de Ca2*

al sitio regulador no es competitiva con respecto al Na*, disrninuyendo la Vmax del

intercarnbio en un 10% - Además, la actividad del intercarnbio Na*/Ca2* es estimulada

alostericamente por K+, mientras que dicho catión carece de efecto sobre la inhibición

del intercambio por Ca2* externo (Hayat y Crompton, 1982).

La actividad del transportador Na*/Ca2* es muy sensible a la concentración de

H* en la matriz mitocondrial, de for¡na que cualquier canlbio en el pH interno, puede

contribuir a la regulación de los niveles de Ca2* intramitocondriales (Baysal y coi.,

1991 ) .

La inhibición del intercambio Na*/Ca2+ tarnbién se pro"duce por lantánidos,

siendo el transportador menos sensible que el uniportador (Crornpton y Heid, 1978;

Crompton y col., 1979).

El estudio sobre la nlodulación del intercambio Na*/Ca2* ha estado muy

limitado debido a la inexistencia de inhibidores selectivos del intercambiador. Los datos

mas recientes sobre la modulación del intercanlbiador implican a fárnlacos agonistas o

antagonistas del calcio, pero hasta ahora éstos son escasos e incluso algunos de ellos

contradictorios (tabla 2).

Entre los antagonistas del calcio, diltiazern, prenilaniiua, verapaniit y nifedipina

inhiben el eflujo de Ca2* estimulado por Na* con valores de ICr,, en el orden ¡.rM. Estos

actúan de forma selectiva sobre el interca¡nbiador, sin afectar ni a la fosforilación

oxidativa, ni al eflujo de Ca2* estimulado por ionóforos ni al uniportador (Vaghy y col.,

1982). De los fármacos mencionados, el más potente parece ser el diltiazem, que actúa

de modo estereoespecíñco. También ciertas benzodiazepinas (Clonazepan y Diazepan)

inhiben el intercambio Na+/Ca2* con valores de [C.5¡ en el orden É¿M (Matlib y coi.,

1983; Chiesi y col.,  1988).
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TABLA 2.-  MODULACION INTERCAMBIO Na*/Ca2*

EFECTO REFERENCIA

INHIBICION

- [Crt*] citoplásmiccr

- La3*

- pH rnatricial > 7,5

- Fármacos:

Dilt iazem

Verapamil

Prenilamina

Clonazepan

Diazepan

Nif'edipina

Nimodip ina

Nitrendipina

Bepridil

ESTINIULACION

_ K +

- Fármacos

Bay K 8644

( lC-.r :  7 pM)

(lc-ro : 150 ¡rM)

(lC*: 12 ¡tM)

( lcso :  6  pM)

( lC*: 40 ¡rM)

(lcso : 66 ¡rM)

( lc.so: 98 pM)

( lC* :  28  ¡ rM)

( l C - * :  l l  p M )

t

2

J

4 5

At

t̂

5

5

4

6

6

7

t

8

8

9

Nit rendip ina (EC.$:  57 ¡ rM)

Agonistas l) adrenérgicos

l)Hayat y Crornpton,

S)Mat l ib  y  col . ,  1983;

Crornpton, [982.

1982; 2)Cro¡npton y col., 1979;

6)Brrss y col . ,  1988;  7)Mat l ib

3)Baysal  y  col . , t99 l ;  4)Vaghy y col . ,  1982;

1985;  8)Baydoun y col . ,  1990;  9)Goldstone y
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Resultados posteriores sobre la acción de antagonistas del Ca2* dellrostraron el

efecto inhibidor de los derivados dihidropir idínicos nitrendipirra y rr inrocl ipina, con

valores de IC.5¡ también en el orden pM. Sin ernbargo, no observaron efecto de

veraparni l  sobre el intercarnbio (Buss y col.,  1988).

Posteriormente, los resultados de Baydoun y col. (1990) sugirieron un efecto

activador de nitrendipina sobre el intercanlbiador Na*/Ca2* nrientras que para el

agonista Bay K 8644 fue descrito un efecto inhibidor.

Por últirno, el bepridil, derivado de arilalquilarninas, posee también un efecto

inhibidor a concentraciones inferiores a las necesarias para inhibir Ia captación, por lo

que también se supone que actua directamente sobre el intercambiador (Matlib, 1985).

Al estudiar los ¡novirnientos de Ca2* en mitocondrias procedentes de hígado, en

presencia de agonistas B adrenérgicos, se observó una estirnulación sobre el eflujo de

Ca2* en presencia de Na+ mientras que no se observaba variació¡r sobre el ef'l¡jo

independiente de Na+. Estos estudios supusieron además una prueba adicional cle que

el intercambio Na*/Ca2* y eI ef-lujo de Ca2* indepencliente cle Na* son rutas distintas

(Goldstone y Crompton, 1982).

5.2.2. Salida de Ca2* independiente de Na*.

Las n"ritocondrias que poseen una actividad del transportador Na*/Cat* *uy

baja, presenlan un sistenra de eflujo de Ca2* inclependiente de Na+ cuantitativanlente

importante. Por ello el estudio de este sisterna de eflujo de Ca2* ha sido realizado

principalmente en hígado, y otros tejidos similares, debiclo a la escasa sensibilidad de

las mitocondrias al Na* externo para producir salida de Ca2".

En un principio se pensó que este sistema se trataba de un intercambio

electroneutro entre Ca'* y H* con una eslequiornetría de l:2 (Lehninger y col. ,l97B;

Akerman, 1978b; Fiskum y Lehninger, 1979). Posteriornrerlte se de¡nostró que esta

estequiometría sólo se observaba a pH próxinro al fisiológico, y que la fuerza

conductora del intercalnbio no era el gradiente de pH a través de la rnernbrana
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nr i tocondr ia l  in terna (Gunter  y  co l . ,  1983) .

Ante la attsencia cle inhibidores específ lcos de este hipotético transportador, y

la ineficacia del La*r (Cronrpton y col., 1919), se postuló que el eflujo de Ca2*

independiente de Na* no era nlecl iado por un transportador.

Esta hipótesis tire def'endida por quienes observaron que la intolerancia de las

nii tocondrias a la sobrecarga de Ca2*, da lugar con el t ierlpo, a un canlbio en las

propiedades de pernteabiliclad cle la rnenlbrana nlitocondrial interna, llegando a ser

pernteables a soltrtos cle bajo peso ntolecular, produciendose el desacoplarniento,

hincliarlliento y pérdida de constituyentes de la nlatriz de bajo peso molecular además

de la disipación del potencial de menrbrana. También se observó que una gran variedad

de agentes potencian o disminuyen la sensibi l iclacl de la matrizal Ca2* (Beatrice v col..

I  980) .

Los carnbios en la permeabilidad de la nienlbrana se relacionaron con la acción

de fbsfblipasa A, deperrclierrte de Ca2* irnplicada en el ciclo cle acilación/clesacilación

de los fosfblípidos de ¡nembrana (Beatrice y col, l9B2).

Sir l  ert lbargo no existe evidencia directa que incl ique que la sal icla cle Ca2* ocurra

por la permeatrilidad de la llrernbrana interna, e¡l actición es posible evitar el daño en

la integridad de Ia nti toco¡lclr ias in vitro, por ejerl¡r lo con agentes quelantes del Ca2*

corlro EGTA (Fisktrrn y Lehninger, 1979) y aclenrás se deniostró que en presencia de

rojo rtrterr io las ¡ l l i tocondrias pernranecían inrperrneatrles y acoplaclas (Nicholls, I97Bb).

Así pttes, ftte razonatrle ¡rertsar en la nlecliación de un transportaclor cuya firnción

principal ¡rosiblenrente no sea el transporte cre ca2* (crornpton, l9g5).

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

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



I r t t roducción 1 ^
L A

6.-  CICLO DEL CALCIO N,TITOCONDRIAL.

Nichoils propuso una regulación cinética del ciclo del Ca2" tratal iclo de i l t tegrar

los dif 'erentes niovir lr ientos de Ca2* (Nicholls, l98l). Para el lo se basó en la sunla

algebraica de la tasa de salida de calcio inducida por sodio (liasta conce¡itraciones

relativas de Caz* en la ruatriz de 60 pM), y la entrarJa <Je calcio a través del

uniportador, qtte depende de la concentración de calcio citosólico. De sr¡s cálculos se

deduce que para una concentración de Ca2* citosólica en el orclen de I ¡,rM, el balance

de entrada y salida sería neutro, nrientras que, para concentraciones cle calcio citosólico

nlayores predorninaría la ruta de entrada, y por el contrario, a co¡tcelltraciones cle calcio

citosólico menores, predontinaría la ruta de salidad cle calcio. volvienclo las

concentraciones de este ión a su punto de origen.

El ciclo del calcio nrodula la co¡rcentración del Ca2* e¡l la nratriz nlitocondrial.

controlando de manera llrL¡y precisa la actividad cle las deshiclrogenasas claves del

nletabolislno Iriitocondrial que, a su vez controlan la actividacl respiratoria mitocondrial

y por tanto la producciórl de ATP ntediante la fosfbrilación oxiclativa.

7.- DIHTDROPTRTDTNAS.

Desde mediados de la década de los 60 se sabía que ciertos fárnlacos poseíarr

unos efectos peculiares sobre el acoplamiento excitación-contracción en corazón y

músculo l iso, ya que se cornportaba¡r conlo si en el ruedio no hubiese calcio y sus

efectos inhibitorios se neutralizaban al aunlelltar la concentración extracelular clel

mistno. A partir de entonces se sintetizaron nuevos fárnracos con ef'ectos sirnilares,

existiendo actualmente un grupo heterogéneo con la característica conlún de inhibir los

efectos del Ca2* en diversos órganos y sisternas. Actualnlente eslá clemostrado y

adrnitido que el efecto de todos estos fármacos se procluce ntediante la inhibición de la

corriente de Ca2* a través de los canales cie calcio clepenclientes cle voltaje (CCDV),

denominándose a estos tárniacos antaqonistas o bloqueaclores del Ca2+ (Ranrpe y co[.,
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l9B5;  Nowicky y  co l . ,  198-5) .

Las d i  hidro¡ri  r idi nas (D H P), d i  t-en i lalqui lanr i  nas (D PA) y berrzotiazepi nas (BTZ)

son selectivas de los CCDV, por lo que han sido anrpl iamente uti l izados en el estudio

de las propiedades fhrrrtacolcígicas y firncionale.s de los CCDV en tejidos neuronales y

no neuronales. Se ha denrostraclo que el gnrpo de los derivados DHP son los rnas

potentes y eticaces en toclos los nloclelos estucl iados (Advenier y col.,  1984; Spedding,

198-5;  F la inr  y  co l . ,  1985;  Gancl ía  y  co l . ,  1987) .

Mediante estudios de tijación de radioligandos se describió la presencia de un

sitio de u¡rión específico de alta aflnidad para DHP ubicado en la membrana plasmática

y asociado a los CCDV en los diversos tejidos estudiados, tanto en tejidos nlusculares

(Ferry y Glossnrann, 1982) conto neurosecretores (Ballesta, 1990).

Recienterlrente se ha clenlostraclo que las DHP, adeniás de su interacción con el

canal de calcio tipo L, tanltrién interaccionan col'r otros receptores presentes et")

dif-erentes organelas celulares (tabla 3) aunque a concentraciones mucho mayores.

Los estudios de t i iación de [3H]DHP han ¡rermit ido identif icar en varios tej iclos,

adernás del sitio de alta atrniclad, un segundo sitio de baja afinidad no caracterizado

fannacológicantente en dif'erentes órganos y tejidos conto corazón (Sarrniento y col.,

1987) ,  cerebro (Janis  y  co l . ,  1984)  y  cé lu las PCl2 (Kunze y co l . ,  1987) .  En un

principio se pensó que este nuevo sitio de tijación era el candidato ideal para niediar

los ef-ectos de rr i trendipina que no podían ser explicados únicantente por su interacciórr

con los canales de ca lc io  t ipo-L (Zerníg y  co l . ,  1988) .

Recienfernente, uti l izanclo []H]nitrendi¡r ina con"lo l igando, estos sit ios de baja

atrniclad han siclo caracterizados y localizados en nritoconclr ias de corazón (Brush y col.,

1987); hígaclo, r iñon (Zernig y Glossrlrann, 1988) y nrédula adrenal (Ballesta y col.,

r9e0).
En la rtrayoría de los sit ios intracelulares de interacción con DHP, esta acción

ha sido estudiacfa sólo ntediante experiencias funcionales o estudios de f i jación de

racl iol igandos, por lo tanto es nece.saria la correlación entre anlbos t i¡ros de estudios

para una perf'ecta caracterizaci(in.
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TABLA 3.-  EFECTO DE DIHIDROPIRIDINAS SOBRE ESTRUCTURAS DIFERENTES A LOS

CCDV.

ESTRUCTURA EFECTO REFERENCIA

26

-  Calrnodul ina Inhih ic ión 1.2
- Fosfbdiesterasa de AMPc
(dependiente de cahnoclulina) Inhibición 3_s
- ATPasa Na*/K* Activación 6
- Ca?n-ATPasa Activación j

- Glucoproteína P Marca.ie con

(de resistencia a fárnucos) [3H]azidopina g
- lntercarnbio Na*lCal"

mi tocondr ia l  Inhib ic ión g
- Receptor BTZ Inhibici<jn fi. jacit 'rn

periférico (rnitocondrial) de rarl ioliganclos l0
- Transportador de

nucleótidos Inhibición I I

l )  Bostron y col . ,  l98 l :2)  Z i rnrner  y  Hofr 'a . ' ,  198?;3)  Epste i .  y  c . l . ,  t9g2;  4)  N.r ' ra 'y  co l . ,  l9g3;

5)  Schaechte le y  col . ,  1 .987;  6)  Pan y. lanis ,  1984;  7)  David-Dut l lho y col . ,  1984;  8)  Safa y col . ,  lgg7;

9 )  Vaghy  y  co l ,  1982 ;  l 0 )  Can ro r  y  co l . ,  1984 :  l l )  S t r i cssn ig  y  co l . ,  l 9g -5 .
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7.I.- CARACTEITIZAC¡ON DEL RECEI'TOR DII"II t)ROPf RIDINICO N,IITOCONDRTAL.

Mediante centrifirgación clif-erencial y graclientes cle sacarosa se delnostró que

este receptor se localiza concretanrente en la nrelnbrana lnitocondrial interna (Zernigy

Glossniann 1988;  Bal lesta y  co l . ,  1990) .

Los estudios de fi.iación en equilibrio deterrninaron los parárnetros que detinen

la unión de [3Hlnitrerrcl i¡r ina a su receptor. Este se clenonlina cle b:r ja afi¡ l iclacl y alta

ca¡racidad clebido a que la f i jación cle nitrendipina posee trna constante de disociación

(Kd) elevada, en el orden sub¡nicronrolar o incluso subrni l irnolar, y una densidad de

receptores (Bntax) nruy elevada, unas lnil veces superior a lo sitios de alta afinidad

(Zernig y Glossnranri,  1988; Ballesta y col.,  1990).

Mecliante estt 'dios cinéticos de f i jación se conrprobó que la unión de

[3H]nitrendi¡lina al receptor cle baia at'inictacl presenta cinéticas de asociación y

cl isociaciórl tnonoexponenciales (Zernig y Glossrnann, 1988; Ballesta y col.,  1990), por

lo que aparententente el rlrodo de interacción DHP-receptor se corresponde con una

reacción binlolecular sirt t¡r le de ¡rseudo¡rrimer orden (Weiland y Molinoff, l98l).

Otra característ ica que lo defrne es la ter¡noestabil idad, ya que el

precalentarttiento de las ntenlbranas rnitocondriales a tenlperaturas elevadas no altera la

f i jación de [3H]nitrencli¡ l ina (Zerrúgy Glossnrann, 1988; Ballesta y col.,  1990), loque

podría indicar que estos sit ios soi l  estructuras rígidas, por la posible presencia de un

grarr núrttero cle puéntes ctisulfuro elr sr.r estructura (Zernig y Glossrriann, 1988; Zernig,

r 990).

La frjación cle [3H]nitrenclipirra presenta una nrarcacla dc¡renrlencia cle firerza

iórr ica (Brush y co l . ,  1987;  zern ig y  Glossnrann,  l98B;  Bal lesta y  co l . ,  1990) .  La

de¡rertdeltcia de ¡ll{ varía segrín los autores, sie¡rdo el pH óptinro de ta fijació¡r de 6 en

presencia cle f irerza icinica alta (Ballesta y col.,  1990) ntientras que en ruitocondrias

carclíacas, la tijación de [3H]nitrencli¡rina presenta una cleperrclencia cle pH en forma

concava coll  un ¡ní¡ l i l l to a ¡ lH 7 (Zerning y Glossnrann, 1988).

La interaccit in de DHP con el rece¡rtor dihidropir idfuico (DHPr) cle baja afinidad
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no presenta diferencias cle atul iclacl entre isónreros puros cle ct ist intos clerivaclos DHp err

los dit-ererltes tej idos estucl iados, lo que sugiere que la uni( ln cle DHp al receptor

nritocondrial se realiza de nlanera t lo estereoselectiva, (Bru.sh y col.,  l9B7: Zernig y

Glossl l lann, 1988; Ballesta y cot., 1990), al contrario cle lo que ocurre en el DHpr

asociado a los CCDV.

La fijación de [3H]nitrenclipina aunlenta ligeranrente en presencia cle cationes

(La '*>cd2*> )  )co2*+ >ca2*. . )  y  an iones co* lo  No. . ' ,  c l -  , l ient ras que poo, '  y

Soo2 inhiben l igeraniente la unión (zerrúg y Glossnrann, 1988).

Otra característica del DHPr mitoco¡rdrial es la ausencia de ¡nodulación por

benzotiazepinas (diltiazem), observado tanto en tejido ¡reuronal (Ballesta y col., 1990)

conlo no neuronal (Brush y col. ,  1987; Zernig y Glossnrann, 1988). Sin embargo las

fenilalquilattrinas (verapamil) inhiben la unión cle nrarrera alostérica, recluciendo la

atlnidad del ligando por su receptor pero sin moclificar el ntinlero cle receptores (Zernig

y Glossnrann, 1988). Mediante estudios cinéticos se clenlostró que Ia cl isrninución en la

atlnidad es consecuencia de un auntelrto e¡r la constal'rte cinética cle clisociación cle

nitrendipina al receptor (Ballesta y col., 1990).

La ausencia de la ¡rtodulació¡r por benzotiazepinas de la trjación de raclioliganclos

y/o de la función correspondie¡rte al sistenla estudiado se lia atribuiclo a las condiciones

experirnentales y no a la ausencia de este sit io de unión (zernig, 1990).

Los nucleótidos de pir idina y purina tanlbién inhiben cle tbrnla alosterica no

competit iva la f i jación de [3H]nitrendipirra al DHPr nritoconclr ial,  sie¡clo el ATp y ADp

los rnás activos con valores de IC.,, en el ordert ¡tM (Zernig y col., t988). Media¡te

estudios cinéticos, el ATP disnrinuye la constante de velociclad cle asociación y

enlentece la disociación del complejo, resultando en una ligera disrninución de la

constante de disociación, coincidiendo con los experirnentos realizados en equilibrio

(Zernig y col.,  1988). A pesar de que la unión de nitrenclipinaal receptor rnitocondrial

es nlodulado por nucleótidos, los nlisnros autores dernostrarolt que el DHPr no estaba

asociado con el contplejo enzimático ATPasa ni con el trarrsportaclor cle ADp/ATp

existentes en la rnernbrana niitocondrial interna.
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A part ir de las característ icas expuestas clel DHPr nritocorrdrial y conrparadas

con el receptor DHP asociado a los CCDV (tatl la 4), se descarta el hecho de que se

trate de dos subpoblaciones dif'erentes de un nrisrno receptor ya que presentan claras

dif-erencias bioquírnicas y fhrnracológicas en los diferentes tej idos estudiados.

TAT}LA 4 . -  CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES DIHIDROPIRIDINICOS.

ALTA AF IN IDAD BA.IA AFINIDAD
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Ref-ercncias t r t i l iz rdas ¡ rata l l  c l¿rbor ' : rc i< in de Ia tahla:  Ehlcr t  y  c<l l  (1982);  Jarr is  y  col .  (1984);

Bo lgc r  y  Sko ln i ck  (1986 ) ;  B rush  y  co l .  ( 1987 ) :  Ze rn ig  y  co l .  ( 1988 ) ;  Ba l l cs ra  y  co l .  ( 1990 ) .

Sc re¡'rresent:r corr (+) y (0) a l:r ¡rleserrci:r y carencia de etecto respcctivanrerrtc.
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El sit io de unión rl l i tocondrial para DHP ha siclo solubil iz¿rclo por extracción con

CHAPS (Hidalgo, 1991), sienclo rtecesaria la presencia cle fuerza iónica alta y

estabilizantes conto asolectina con el fín de nrarltener un ntayor porcerrtaje tanto de

proteína recuperada conro de sit ios de tr jación cle []H]nitrenclipina.

En estas condiciones, los paránretros cinéticos de asociación, cl isociación y

constante de disociación en equil ibrio se nrantienen sinri lares a los cte niertrtrrarra

mitocondrial nativa (Hidalgo, l99l).

La purificación parcial del DHPr nlitocondrial se llevó a cabo nlediante

cronlatografía de filtración en gel y posterior crontatografía de atjniclacl con artrloclipina.

Se detectó una banda mayoritaria de 52 kDa de peso nlolecular rnediante la

electroforesis correspondiente a las fracciones purificaclas .

Paralelatttente, el análisis electroforético cle las nrenlbranas nlitocondriales

nativas fbtoactivadas con f HIPN 200- I l0 denlostró la presencia de distintos

polipéptidos. Entre éstos tan sólo el nrarcaje corresponcliente al polipéptido de 50kDa

era desplazable con nitrendipina no rnarcada, ntientras que en otros polipéptidos de

pesos nloleculares de 170,65,52,41 33 y 20 kDa, el nrarcaje se desplazó parciahnente

en presencia de nitrendipina. Esto sugirió que, daclo el caracter hiclrofóbico de las DHP,

éstas se unirían inespecíficanlente a otras proteínas de la nlenlbraria nritocondrial.

La coincidencia de pesos nloleculares entre los polipépticlos de 50-52 kDa

obtenidos tras rnarcaje por fbtoactivación de nlenlbranas rlativas con el obteniclo tras la

crorllatografía de añrticlad, sugirió que se trataba de la ruis¡lra protiína y que ésta

pudiera ser el lugar donde las DHP ejercen su acción con tnayor afinidad y

especifrciclad, fbnnarrdo parte clel DHPr (Hidalgo, 1991).
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7.2.- IN PORTANCIA FUNCIONAL DEL RECEPTOR DIHIDROPIRIDINICO

MTTOCONDRIAL.

En los últirnos años se ha denrostrado 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 co¡no por ejemplo sobre el retículo

sarcoplásniico. Puesto que las DHP son sustancias altarnente hidrofóbicas, se acumulan

principalmente en compartimentos hidrofóbicos tales como el interior del plasmalema

y otras nrenrbranas celulares (Liillrnan 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 concentración necesaria para

actuar sobre los CCDV.

Probablenlente, el nrejor argr¡nrento a favor de la importancia de los sitios de

unión de baja af-inidad para antagonistas del calcio sea el obtenido en estudios clínicos.

Concretatnente, en los casos de isquernia se producen lesio¡res tisulares irreversibles

debidas en gran parte a un incremento excesivo de la concentración intracelular de

Ca't, que altera el control del Ca2* intracelular por parte de las organelas subcelulares

y repercute concreta¡nente en la integridad estructural y funcional de las mitocondrias,

y por tanto, en las necesidades errergéticas celulares.

Recientenlente se ha denlostrado que periodos cortos de anoxia, inferiores a 30

ntinr¡tos, t ienen graves consecuencias sobre la función mitocondrial, dandó lugaral cese

del transporte electrónico y, conro consecuencia, a la pérdida del gradiente de potencial

de menlbrana, desacoplanriento rnitocondrial y, por tanto, alteración de todos los

sistemas de transporte en las nlitocondrias, destacarrdo entre ellos al uniportador de

Ca2* mitocondrial (Aw y col., 1987a).

Recientenlente se ha dernostrado que la disnlinución del contenido en Ca2*,

produce una irthibiciórr de la actividad ATPasa, repercutiendo sobre la gran nrayoria de

funciones'celulares dependientes de energía (Aw y col., 1987b).

Por otro lado, Ios anfagortistas del calcio, adernás de sus efectos sobre los
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CCDV que determinan sus propiedades hipotensoras, antiarrítnricas, etc., poseen ciertos

efectos citoprotectores que pueden ser de gran utiliclacl en el tratarniento cle patologias

isquénr icas (Henry y col . ,1977; wolkowicz y cot . ,  1983; Kloner y col . ,  1987).  Así ,

en isquernias experinten[ales, los antagonistas clel calcio pueden reclucir el tanlaño del

área de necrosis y prevenir los canibios postisquérnicos, que se postuló que eran debidos

a. una disrninución del consunlo de oxígeno.

En los últimos años, se han presentado datos que apuntan la posibilidad de que

los antagonistas del calcio puedan jugar un papel inrportante en la rnodulación de los

movimientos de Ca2* rnitocondriales (Vaghy y col. ,1982; Buss y col., lggg). Adernás,

se ha demostrado recientemente la presencia de lugares específicos de unión para

antagonistas del Ca2* en mitocondrias (Brush y col., 1987; Zernig y Glossmann, 1988;

Ballesta y col., 1990).

Debido a la irnporüancia del Ca2* a nivel celular y uras concretarnente a nivel

mitocondrial, los an[agonistas del calcio, podrían tener un importante valor terapeútico

a nivel de su interacción con el DHPr mitocondrial.

Recientemente ha sido descrito un canal aniónico en la rnerlrbrana nlitocondrial

interna (IMAC) (Garlid y Beavis, 1986; Beavis y Garlicl, 1987) cuyo papel fisiológico

fue relacionado por los ¡nismos autores con el estrés isquémico. En la patología

isquémica, el bombeo de H* hacia el exterior mitocondrial liniita al uniportador

mitocondrial de Ca2*, sin ernbargo lapernreabiliclad de aniones a la nlatriz a través del

IMAC, anularía cualquier restricción teórica sobre el acú¡llulo de ca2*.

Bajo ciertas condiciones experinrentales, Zernig y col. (1990) intentaron

relacionar el DHPr mitocondrial con este canal, claclo el papel protector de los

antagonistas del calcio sobre el daño isquérnico, ya que la inhibición del IMAC podría

prevenir el daño estructural rnitocondrial por sobrecarga de Ca2* nritocondrial,

recuperando así las mitocondrias su tamarlo normal.

Sin ernbargo, el papel modulador de los antagonistas del Ca2* sobre el ciclo del

Caz* rnitocondrial (Vaghy y col., lg82), sugiere la iclea de que el receptor

dihidropiridínico lnitocondrial esté asociado con el intercanlbiador Na+/Ca2r -
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8.- LA CELULA CROIUAFIN COI\{O MODELO EKPERIMENTAL.

La Ilrédula adrenal constituye uno de los modelos catecolaminérgicos mejor

estudiado por ser el rnayor acúrnulo de células cromafines del organismo. I_a

importancia de estas células radica en que su función principal es la síntesis,

almacenamiento y liberación de catecola¡ninas al torrente sanguíneo (Burgoyne, 1984).

La síntesis de catecolanlinas se realiza en el citoplasma y vesículas cromaf,rnes,

a través de una vía nrultisecuencial en la que están implicadas una serie de enzimas

entre los que destaca tirosina hidroxilasa por ser el que ca:r.liza el paso limitante del
proceso (Levitt y col., 1965).

El acúnlulo de catecolarninas tiene lugar en las vesículas cronrafines, desde

donde son liberadas al exterior celular mediante un mecanis¡no de exocitosis, proceso

por el cual el contenido intravesicular es secretado al espacio extracelular tras la fusión

de las merlrbranas vesiculares y plasniática (de Robertis y Yaz Ferreira, 1957).

La secreción de catecolanlinas en las células crornafines se produce por un
tlrecanisnro denollt ittado "acoplaniiento excitación-secreción" (Douglas y Rubin, l96l)
que consiste en una serie de acontecirlrientos que ocurren entre la llegada del mensaje

excitatorio a la célula y la descarga del contenido vesicular al torrente sanguineo.

Entre los mecanisrnos que gobiernan el acoplamiento excitación-secreción en

células cromafines, el auntento de concentración intracelular de calcio, producido por

el influjo de los iones calcio al citoplasnra desde el nredio extracelular a través de los

CCDV, juega un papel crucial en dicho proceso (Ceña y col., 1983; Garcia y col.,

198a; Gandía y col . ,  1987).

Los procesos de captación de Ca2* y secreción de de catecolanlinas en la célula

cronlafin adrenollredular bovina son nlodulados por DHP (Ceña y col., 1983; Garcia
y col., 1984) por lo que se sugirió la existencia de un DHPr acoplado a los CCDV en

médula adrenal.
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8.T.- RECEPTORES DIITIDROPIRIDINICOS PRESENTES EN LA CELULA

CROMAFIN.

Mediante aislamie¡lto y puritlcación de las distintas tiacciones subcelulares de

médula adrenal bovina y estudios de fijación de radioligandos, se detectó y caracterizó

un receptor DHP de alta afinidad ubicado en la melnbrana plasrnática, 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 fijación de radioligandos, se

hallan muy próximos a los valores de IC5¡ de nitrendipina sobre la inhibición del influjo

de Ca2* evocada por despolarización con K* en células cromafines de rnédula adrenal

bovina, por lo que se sugirió la asociación de dicho receptor con los CCDV tipo L

presentes en estas células (Ballesta y col., 1990). Estos datos son coirrcidentes co¡r los

descritos en otros tejidos ya qüe las propiedades del receptor de nlerlrbrana plasniática

de las células cromafines, eslán en concordancia con las propiedades del receptor de alta

afinidad definidas en los diferentes tejidos (Ballesta y col., 1990). Por otro lado, estudios

electrofisiológicos demostraron la modulación por derivados DHP sobre los CCDV tipo

L en células cromafines (Artalejo y col.,  l99l).

El segundo sitio denorninado de baja afinidad, se localizó en la mernbrana

mitocondrial interna con valores de Kd en el intervalo prM y una elevada densidad de

receptores (Ballesta y col., 1990).

Con respecto al receptor DHP mitocondrial, hasta ahora sólo había 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 demás tejidos estudiados, el DHPr ntitocondrial y el de

membrana plasmática de médula adrenal bovina, presentan claras diferencias en sus

constantes cinéticas y sus propiedades bioquímicas y farnracológicas, apoyando la idea

de que se trate de entidades cornpletamente diferentes.

. A
J +
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Sin ernbargo la irtiportancia funcional y la estructura a la que pueda estar

asociada el DHPr mitocortdrial sigue todavía sin determinarse. Recientemente se ha

deniostrado que el calcio procedente de los almacenes intracelulares, entre los que se

encuentran las mitocondrias, no está irnplicado en la secreción de catecolaminas en las

células cromafines (Kirn y Westhead, 1989). Por otro lado, el papel fisiológico del

DHPr mitocondrial adrenornedular, podría tener lugar sobre los movimientos de calcio

mitocondriales, y mas concreta¡nente estar asociado al transportador Na*/Ca*2, debido

a la acción rnoduladora de los antagonistas del calcio sobre dicho transportador (Vaghy

y col., 1982; Buss y col., 1988), o tal vez, debido al papel modulador del Ca2+

mitocondrial sobre las tres deshidrogenasas de la matriz y sobre la fosforilación

oxidativa, la modt¡lación del transporte de Ca2* por parte de las DHP podría repercutir

sobre el rnetabolisnto, no descartandose por tanto un posible papel metabólico, aunque

indirecto, de las DHP.
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Objetivos

En la célula cromafín adrenomedular bovina existen dos sitios de unión para los

derivados dihidropiridínicos. Mediante su unión al receptor de alta afinidad localizado

en la membrana plasmática y asociado al canal de calcio tipo L, las DHp ejercen su

acción moduladora sobre el proceso secretor de catecolaminas.

Sin embargo, se deconoce la importancia funcional del sitio de unión de baja

afinidad para los derivados dihidropiridínicos localizado en la membrana mitocondrial

interna de dichas células.

El objetivo general de la presente memoria es la caracterízación funcional del
receptor dihidropiridínico de mitocondrias de médula adrenal bovina, para Io cual nos
planteamos los siguienies objetivos concretos:

1.- Caracterización de los sistemas de transporte de Ca2* mitocondriales.

2.- Modulación de los sistemas de transporte de Ca2* mitocondriales por

diferentes fárrnacos bloqueantes y activadores del Ca2*.

3.- Estudios de fijación de [3H]nitrendipina en mitocondrias inractas de médula

adrenal bovina"

39

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

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



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

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



IVlaterial y IVfétodos 4 l

MATERIAL Y MBTODOS

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

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



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

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



Material y Métodos

I.- AISLAI\{TENTO DE I\{ITOCONDRIAS.

Para el aislantiento de mitocondrias se utilizaron entre l0 y 15 glándulas

adrenales obtenidas de reses bovinas recién sacrificadas en un ¡natadero local. Las

glándulas extraídas se mantuvieron en hielo hasta la llegada al laboratorio.

Todo el procedirniento de aislamiento se realizó a 4oC, siguiendo el protocolo

descrito por Ballesta y col., (1990). El aislamiento comenzó limpiando la grasa

periadrenal, disecando y troceando las médulas. Seguidamente, se sumergieron en 6

volúmenes (peso húmedo:volumen) de tampón de homogenización (sacarosa 0,32 M,

EDTA I mM, BSA 0,5 mg/ml, Tris/clH 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 de2 ¡ninutos entre cada homogenización.

El hornogenizado se centrifu gó a l.000xg durante 15 rninutos en una centrífuga

refrigerada (Beckrnan 12 2l) . El sobrenadante resultante se centrifugó a 9. 800xg durante

15 minutos. De esta segunda centrifugación se descartó el sobrenadante, y el precipitado

se resuspendió en 10 ml de tampón de homogenización, y se sometió a un gradiente

discontínuo de sacarosa (5 nil de precipitado resuspendido: l5 ml de sacarosa 1,6 M)
durante una hora a 100.000x9 en una ultracentrífuga (Becknlan L8 T0) con el fín de

separar mitocondrias de las vesículas cromafines. La interfase 0,32 M:l,6 M. (fracción

mitocondrial) se resuspendió en tarnpón de ensayo (ntanitol 220 mM, sacarosa 70 mM,

BSA libre de ácidos grasos 0,5 mg/ml, clK 30 mM, Tris/clH 50 mM, pH 7,2) y se
centrifugó 2 veces a 9.800xg durante 15 minutos realizando el prirner lavado en
presencia de EDTA I mM, y el segundo lavado en su ausencia. El precipitado final se
resuspendió en el ¡uínimo volumen posible (l- i,5 ml) de tampón de ensayo,

nianteniendose a 4oc hasta el ¡lomento de su utilización (figura l).

El rendimento obtenido durante este proceso fue del orden de 5 mg de proteína

por granto de lnédula

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

el rnismo día de su aislanliento.

A '
+ J

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

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



Material y Métodos 44

Limpieza Groso Periodrenal

D isecc ión  g  Troceo l ledu la

omoqenrz6c ton  en I  utron

+
@

+
+

tFrecit¡G,ió-l
+

fEob-renEdsnte I

+
+

IE eci¡liffil

+
+

lsobrenEd€lrtel

+
l t l i  tocondnr 8sl

+

FIGURA I.. PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS, MEMBRANAS

MITOCONDRIALES Y GRANULOS CROMAFINES.
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2.- AISLAI\{IENTO DE N,IEI\,IBRANAS MITOCONDRIALES.

Para Ia preparación de los distintos lotes de membranas, se utilizaron de 15 a

20 glándulas. Se siguió el mismo protocolo que para el aislamiento de mitocondrias,

con las siguientes variaciones:

1.- Los lampones utilizados contenían iodoacetamida 2 mM y fenilmetilsulfonil fluoruro

(PMSF) 0,lmM como inhibidores de proteasas.

2.- La homogenización se realizó en tampón Tris/ClH 50 n-rM, sacarosa 0,32 M

pH 7,4. Se homogenizó 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 centrifugación fue el mismo que el descrito en el apartado

anterior. Se lavó 2 veces la interfase resultante del gradiente discontínuo de sacarosa

con Tris/ClH 50 mM pH 7,4. Siendo éste el tampón de resuspensión de las membranas

mitocondriales.

4.- Las membranas mitocondriales se conservaron a -80oC hasta su utilización.

El rendimiento obtenido fuede 1,5 a 3 mg de proteína por gramo de médula.

3.- AISLAMIENTO DE GRANULOS CROMAFINES.

El aislamiento de los gránulos cromafines se llevó a cabo paralelamente al

aislanriento de las ntitocondrias, utilizando el mismo tampón de homogenización y de

ensayo.

A partir del gradiente discontínuo de sacarosa, se separaron las mitocondrias de

los gránulos cromafines, quedando la fracción mitocondrial en la interfase de sacarosa

0,32M:l,6 M y los gránulos en el precipitado (figura 1).

La resuspensión y lavados de la fracción granular se llevó a cabo tal

describe para las mitocondrias. El precipitado final se resuspendió en 3-4 ml

de ensayo, r'rlanteniendose igualnrente a 4oc hasta el nromento de ser

siempre durante el lnisn.ro día de su aislamiento.

y como se

de tarnpón

utilizados,
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El rendimiento obtenido durante este proceso fuedel orden de l5 mg porgranro

de médula.

La determinación de proteínas se realizó utilizando el método de Lowry (Lowry

y col., 1951), empleando BSA como proteína estándar.

4.- MOVIMIENTOS DE CALCTO MITOCONDRIALES.

El estudio de los movimientos de Ca*2 se realizó utilizandoasca*2 como trazador

(1,4 pCiasCalml). El tampón de captación en el que se realizaron los experimentos de

captación y salida de Ca+z consistió en tampón de ensayo suplementado con los

siguientes sustratos: succinato 5 mM, rotenona 4 pM, ADp 16 ¡,cM, poaHrK 0,2 mM

y acetato poUísico l0 mM. 
'

4.I.- CAPTACION DE CALCIO.

Las mitocondrias se incubaron en tampón de captación (1 mg/l ml, volumen

final) durante 5 minutos a 25oC y con agitación const.ante.

I-a capración comenzó añadiendo al medio Ca2* 25 ¡tM. A tiempos cortos

crecientes se tomaron alícuotas de 0,1 ml y se filtraron mediante vacío a través de

filtros de fibra de vidrio Whatrnann GF/C, que seguidamente se lavaron 2 veces con

2 ml de tampón de lavado frío (Tris/ClH 50 mM pH ?,2).

La radioactividad que quedó retenida se cuantificó sumergiendo a continuación

los filtros en 4 ml de líquido de centelleo, y se midió en un conüador de centelleo

líquido Beckman LS 2800 durante un minuto, expresándose los resulüados en cpm y

transformados posterioremente a nmoles de Ca2*/mg de proteína.

El análisis de los datos experimen|ales resultantes del estudio cinético sobre los

movimientos de Ca2* se realizó analizando los datos rnediante la ecuación:
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en la que [Ca], corresponde a el Ca2+ captado en un tiempo t, ([Ca])eq representa el

Ca2+ intramitocondrial cuando el proceso alcanza el equilibrio, y k la constante de

velocidad. La linearización de los datos experimentales se realizó de acuerdo a una

cinética de pseudoprimer orden según la siguiente ecuación:

ln (([Ca])eq
: Kou" t

(([Ca]Jeq - (tcalJ))

donde Koo" es la pendiente de la rect.ia.

Los parámetros cinéticos del uniportador de Caz* (Vmax y Krn) se obtuvieron

mediante el ajuste y análisis de los datos experimentales mediante la ecuación de

Michaelis-Menten que fueron linearizados posterior¡nente mediante la ecuación 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 (lmg/rnl) se incubaron a 25oC con distintas

concentraciones de los fármacos estudiados durante 15 minutos, previamente a la

adición del Ca2* al rnedio de ensayo. En el caso de fármacos dihidropiridínicos, los

ensayos se realizaron con luz de sodio utilizando tubos de vidrio. Los derivados

dihidropiridínicos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO), y a parrir de una

solución concentrada (10 rnM), se prepararon las distintas disoluciones.de forma que

la concentración dei DMSO en el medio de captación nunca fue superior al I%,

concentración que no afecta al influjo y retención de Ca2* por mitocondrias, tal como

se estableció en controles previos.

El núlnero de experirnentos n:2, representados en la sección de resultados y

discusión, corresponde a aquellos en los que el error estandar de la rnedia no superó el

t0%.

4 ,7
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4.2.- BLOQUEO DB LA CAPTACTON.

Tras la captación de Ca2*, se midió el contenido del mismo acurnulado por las

mitocondrias, bloqueando seguidamente el uniportador de calcio con el colorante rojo

rutenio 2 pM en cornbinación con ADP 16 pM. Se tomaron alícuotas de 0,1 ml a

distintos tiempos que se filtraron y lavaron como se acaba de describir, midiendo de

esta for¡na el Ca2* que quedaba retenido por las mitoconclrias tras el bloqueo del

uniportador de Caz*.

4.3.- SALIDA DE CALCIO INTRAI\{ITOCONDRIAL.

Para estudiar el eflujo de Ca*2, se incubaron las mitocondrias (l mg/ml) en

tampón de captación, durante 5 minutos a 25"C. En estos experimentos se utilizó una

concentración de C** de 50 ¡rM. El periodo de captación se eligió en función del

tiempo en el que el influjo de Ca*2 se hallara en estado estacionario y del nivel de Ca*2

acumulado (superior al50% del Ca+z añadido), quedando finalmente establecido en 2

minutos.

Seguidamente se bloqueó el uniportador de Ca*2 con rojo

rutenio 2 pMIADP 16 p"M (RR/ADP) durante 2 minutos, tras los cuales se tomó un

alícuota de 0,1 rnl para determinar el contenido en Ca2* intranritocondrial previo a la

estimulación del eflujo.

A continuación, se estimuló el intercambiador con Na* 15 rM/EDTA 0,1 mM

y se tomaron alícuotas de 0,1 ml a tiempos cortos crecientes, que se filtraron

seguidamente mediante vacío a través de filtros de fibra de vidrio Whatmann GF/C y

se lavaron 2 veces con 2 rnl de tampón de lavado frío, sunrergiéndolos seguidarnente

en 4 ml de líquido de centelleo y midiendo la radioactividad que quedó retenida en los

filtros de la misrna forma que se ha descrito en el apartado de captación.
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En el caso del estudio del etlujo de Ca2* independiente de Na*, la salida de
Ca2* se estirnuló mediante Ia adición de H* al rnedio de ensayo. Para ello se ernpleó

tampón PIPES 50 mM. Tras los dos nlinutos de bloqueo del uniportador de Ca2*, se
adicionaron alícuotas de CIH 0,1 M, midiendo igualmente el Caz* intramitocondrial a
distintos tiempos.

Los parámetros cinéticos del intercambio Na*/Ca2*, fueron calculados a partir

de la representación directa de los datos experinrentales analizados según la ecuación
transformada de Michaelis-Menten, asumiendo que el intercambiador presenta más de
un sitio de unión para el Na*:

v : ( Vmax [Na*J" ) / ( (Km) + [Nal" )

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

Los datos experimentales se ajustaron a la ecuación de Hill:

log(v/Vnrax-v) = IogKu., * n log( [Na*] )

donde n (la pendiente de la recta) corresponde al coeficiente de Hill y expresa el grado
de cooperatividad de la reacción.

Así mismo, los datos experimentales fueron transfonnados a la representación
de Scatchard: .

v/ [Na"] : (Vmax/Km) - (l/Km)v

Para estudiar el efecto de los dif'erentes fármacos sobre la salida de Ca2*
niitocondrial, se siguió el protocolo descrito en el apartado 4.1, rnidiendo el Ca2* que
permanece acumulado en las luitocondrias tras l0 ninutos de estímulo con
Na* 20 mM/EDTA 0,1 nlM. . Los resultados obtenidos en cpnl fueron ajustados
direclamente mediante regresión no lineal, a la ecuación clásica de la curva dosis-
respuesta, y posteriormente transformados a nlnoles de Caz*lmg de profeína. A partir
de Ia ecuación se obtuvieron los valores de ICr,, de los fármacos y la inhibición
máxima ejercida sobre dicho sistenra.
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5.- CONSUMO DE OXIGENO.

La actividad respiratoria de las nlitocondrias se realizó con un electródo de

oxígeno de Clark acoplado a un registrador LKB 2210, ajustado a una velocidad de

carta de 10 mm/min.

[.a respuesta del electrodo de oxígeno se calibró con e[ tarnpón de ensayo:

manitol220 nM, sacarosa 70 mM, BSA libre de ácidos grasos 0,5 mg/ml, CIK 30 mM

en Tris/ClH 50 mM pH 7,2, suplernen[ado con rotenona 4 pM, aceLato l0 mM y

fosfato 0,2 mM. La calibración del electrodo se realizó midiendo el porcentaje de

saturación de 02 en 4 ml de este tampón contenido en una cubeta de vidrio

herméticamente cerrada y con agitación suave y constante. I-¿ lectura del 0% de

oxígeno se obtuvo mediante la adición al medio de ditionito sódico (NarSrOo).

Tanto la calibración del electroclo cle'O, co¡rlo el estudio de la respiración

mitocondrial se llevó a cabo a37oC. t¿s medidas del consu¡no de oxigeno comenzaron

introduciendo el electrodo en la cubeta de vidrio que contenía 4 ml de medio de

incubación descrito. Seguidamente, se añadieron las rnitocondrias (1mg/ml),

manteniendose siempre en agitación suave y constante.

Tras 2 minutos de incubación, la respiración niitocondrial se inició con la

adición al medio de succinato 5 mM, conlo sustrato de la cadena de transporte

electrónico

Una vez estabilizado el registro, se añadió al medio de incubación ADP/Mg2*

0,4 mM, pasando la el consurno de oxígeno mitocondrial al estado 3 ó estado activo

de la respiración. El índice de respiración mitocondrial se obtuvo de la relación de los

estados 3 y 4 de la respiración, constituyendo ésta una medida del acopla¡niento entre

fosforilación oxidativa y respiración mitocondrial.

Para estudiar el efecto del ciclo del Ca2* sobre Ia respiración mitocondrial, se

siguió el mismo protocolo que el descrito para estudiar los movimientos de C**. I-a.

cadena de transporte electrónico se estimuló con la adición de succinato, añadiendo a

continuación Ca2* (50¡rM) rojo rutenio (2 pM) y Na*20 nM/EDTA 0,1 ¡nM.
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Todos los sustratos se añadieron al nledio de ensayo utilizando microjeringas y

cada adición se realizó una vez estabilizado el registro.

Para estudiar el efecto de nitrendipina (20 ¡rM) sobre la respiración mitocondrial,

las mitocondrias (lmg/rnl) se preincubaron con dicho fármaco durante 15 minutos a

37oC antes de introducir el electrodo en la cubeta de vidrio v comenzar la medida del

consumo de Or.

El contenido de O, en el tampón de ensayo, fue calculado siguiendo el método

descrito por Estabrook (1967), expresando los resultados en nmoles de O, consumidos

mg-r min-I.

Para comparar las velocidades de consumo de oxígeno obtenidas, tras las

diferentes adiciones al medio de ensayo, se determinó si las diferencias observadas entre

las pendientes registradas, eran estadísticamente significativas, analizando la relación

entre las medias de dos muestras pequeñas mediante el test modif,rcado de la t-student.

calculando t :

(i' - Í')
t -

51

donde S corresponde a

muestras conj untarnente

la estirnación de la desviación

y calculadas mediante:

X(x - i , )z+  X(x - Í r )2

5 2 =

n ,  *  n r -2

Posteriormente, se comprobó en las tablas de la t de Student, la significación del valor

calculado con nr *nr- 2 grados de libertad.

estandar basada en ambas
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6.- ESTUDTOS DE FTJACTON DB THINTTRENDTPTNA .

En los experimentos de desplazamiento, los distintos fármacos se preincubaron

con las mitocondrias (l nig/l ml, volúmen final) y [3H]nitrendipina (4 nM), en el

tampón de incubación Tris/ClH 50 mM pH 7,2 conteniendo: manitol220 mM, sacarosa

70 mM, BSA 0,5 mg/ml, clK 30 mM, succinato 5 mM, rotenona 4 ¡rM, poaH2Ko,2

mM y acetato 10 mM.

Tras una hora de incubación, las muestras se colocaron en un baño de hielo

durante 5 minutos. A continuación se diluyeron con 2 rnl de tampón de lavado frío
(Tris/ClH 50 mM pH 7,2) y se filtraron y lavaron 2 veces con 2,5 mt del mismo

tampón frío, aplicando vacío a través de filtros de fibra de vidrio Whatrnan GF/C. I¿

cuantificación de la radioactividad retenida se realizó sumergiendo los filtros en 4 ml

de líquido de centelleo. Seguidamente se midió en un contador de centelleo líquido

Beckman LS 2800 durante 5 minutos, expresándose los resultados en cpm.

La f,rjación inespecífica se definió en presencia de nitrendipina no marcada

20 ¡rM.
1

Los parámetros de la unión en eqLrilibrio de [3H]nitrendipina, constante de

afinidad (Kd) y densidad de receptores (Bmax), fueron calculados directamente a partir

de los experimentos de desplazamiento de la fijación de [3H]nitrendipina por

nitrendipina no marcada (DeBlasi y col., 1989), basándose en la ecuación 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 ecuación:

I (d :  IC- .o_  L

siendo L la concentración [3H]nitrendipina. A partir de la ley de acción de masas

(Bmax : Bo(Kd + L)IL) y sustituyendo el valor de la Kd, la densidad de sitios de

frjación se obtuvo a partir de la siguiente ecuació¡l:
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B¡nax = BoICso/L

siendo Bo, la diferencia entre la frjación máxinla y mínima. Este rnétodo asu¡ne que

sólo existe una clase de receptor y que no existe cooperatividad.

Los parámetros que definen el efecto de los fármacos estudiados sobre dicha

fijación, fueron calculados mediante" regresión no lineal, ajustando los datos

experimentales a la ecuación clásica de la curva dosis-respuesta, obteniendo así la

conslante de inhibición (K), el efecto máximo (en %) y la pendiente de las curvas (n).

MATERIALES

[3H]nitrendipina (actividad específica entre 70 y 81 Cilrnmol) fue suministrada

por New England Nuclear.
asgu]+ (actividad específica 2rn Ci/ml) fue suniinistrada por Amershan.

La nitrendipina, PN 200-110, nimodipina y demás derivados DHP fueron

cedidos amablemente por el profesor F.Hoffrneister de la compañía Bayer AG

flMuppertal, Alemania), Ia amlodipina fue donada por el Central Research de los

laboratorios PFIZER (Sandwich, Kent. Reino Unido).

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

Sigma, Merck o Bio-Rad.
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r.- PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICTONES EXPERII\{ENTALES.

[.a caracterízacíón de los sistemas de transporte de Ca2* mitocondriales varía

según el tejido de origen, el procedirniento empleado para el aislamiento de las mismas

y del medio de captación utilizado.

Con respecto al aislamiento de las mitocondrias procedentes de medula adrenal

bovina, se siguió el protocolo de homogenización con polytron, tal y como se describe

en la sección de Material y Métodos, ya que previamente se comprobó la imposibilidad

de homogenizar dicho tejido mediante el uso de homogenizador de tipo potter teflon-

vidrio.

Adicionahnente, la capacidad de captación y retención de Ca2* por parte de las

mitocondrias depende a su vez de diversos factores externos, por ello, el primer

objetivo a cubrir fue determinar la composición del medio de ensayo para estudiar y

caracterizar los sistelnas de transporte de Ca2* en mitocondrias de médula adrenal

bovina y, €n las mismas condiciones, comprobar la integridad funcional de las mismas

mediante medidas de consumo de Or.

Para ello, se empleó un medio isoosmótico previamente caracterizado por varios

autores (Carafoli y col., t974; Crompton y col. , t978; Hefron y Harris, 1981)

constituido por manitol220 mM, sacarosa 70 mM en tampón Tris/ClH 50 mM pH 7,2,

suplementado con BSA libre de ácidos grasos (0,5 mg/ml) y CIK 30 mM, medio que

se utilizó para homogenizar y conservar las mitocondrias hasta el momento de su uso.

La adición de BSA libre de ácidos grasos al medio de ensayo, se realiza

generalmente con el fin de favorecer su unión a los ácidos grasos y lisofosfolípidos, y

prevenir de esta forma, los efectos que éstos producen sobre la permeabilidad de la

membrana y sobre el desacoplamiento de la respiración mitocondrial (Moore y col.,

1983). Por otro lado, se ha descrito que la capacidad de captura de Ca2* de las

mitocondrias aisladas a partir de la ho¡nogenización con polytron (método ernpleado en

esla ¡nemoria) y el tiernpo en el que las mismas pueden estar almacenadas a 4oC sin

deteriorarse, se prolonga con la presencia de BSA en el medio (Allshire y
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Heffron, 1983). El CIK se utilizó con el fín de favorecer el eflujo Ca'*, ya que actúa
colllo activador alostérico de la salida del mismo estirnulada por Na+ (Rizzuto y col.,

1987).

Este medio ha de ser suplementado con sustratos de la cadena de transporte

electrónico o con ATP, para estimular experimentalmente la captación de Ca2* en
mitocondrias, ya que ésta es inducida alternativa¡nente por la respiración mitocondrial

o bien mediante la hidrólisis de ATp (Carafoli, 1982).

Cuando se utiliza succinato, se favorece además la retención posterior de C**,
siendo óptima si se combina con rotenona (lrhninger y col. , Ig78), puesto que de esta
forma se evita la reoxidación de sustratos endógenos y se asegura el inicio del
transporte electrónico en el momento de la adición de succinato. El intervalo de
concentración de succinato óptimo para la captación de Ca2*, fue establecido entre 3
y 6 mM (Harris, 1977), mientras que la concentración adecuada de rotenona está
comprendida entre I y 4 pM (Rottenberg y Scarpa,1974; Becker y col., l9g0).

El pH del medio de captación también juega un papel importante en los sistemas
de transporte en mitocondrias de todos los tejidos estudiados, y se ha descrito que el
pH óptirno oscila en el intervalo comprendido entre 7 y 7,4 (Carafoli y col. , 1974;
Harris, 1977; Crompton y col. , 1978). Mediante controles previos, se determinó un pH
óptimo de 7,2 para realizar el estudio de los movimientos de Ca2* con mitocondrias
adrenales.

Paralelamente se comprobó que las mitocondrias aisladas y almacenadas a 4oC,
concentradas en el mínimo volumen posible del medio de ensayo (30-35 mglml), se
conservaban mejor y respondían a los estímulos utilizados para la captación de Ca2*
durante periodos de tiempo mas largos, incluso al día siguiente de haber sido
purificadas. Sin embargo, no fueron nunca utilizadas transcurridas l0 h de su
aislamento.

En todos los experimentos control que a continuación se describen, se
mantuvieron constantes la temperatura (25oC), el pH (7,2),la concentración de Ca2*
(25 ¡tM) y la concentración de proteína (1 mg/ml), siendo el sustrato utilizado para
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inducir la captación de Ca2*, succinato 5 mM suplementado con rotenona 4 uM.

I.I.- FACTORES EXTERNOS QUE INFLUYEN SOBRE EL TRANSPORTE DE CA2*.

La presencia de POcHTK ylo acelato en el medio de captación es necesaria para
aumentar experimentalmente la capacidad de captura de Ca2* por las mitocondrias
(Rossi y Lehninger, 1963; lrhninger, 1974). El PO4H2K forma cristales amorfos de
hidroxiapatita en Ia matriz durante períodos de tiempo indefinidos, por lo que aumenta
también la capacidad de retención de Ca2* en la matnz mitocondrial y adernás, influye
sobre la actividad del uniportador de Ca2+ aumenlando su velocidad de captura del
mismo (Crornpton y col., 1983). Sin embargo, el acúmulo en exceso de Ca2* puede
producir daño irreversible a nivel estructural y funcional de las mitocondrias (Carafoli,
1982).

El anión acetato tiene la capacidad de permear a través de la membrana
mitocondrial, reduciendo el pH interno y disminuyendo la unión del Ca2* a sitios
internos, formando de este modo complejos solubles con el C**, evitando la
precipitación interna (Rottenberg y Sca¡pa, lg74) y favoreciendo la capacidad de
acumular Ca2* -

Por otro lado, los nucleótidos de adenina son acumulados por las mitocondrias
junto con el Cu'* y PO4H2K, estabilizando los cristales de hidroxiapatita en la natriz
mitocondrial. De esta fornla contribujien a áumentar la capacidad de captura y retención
del ca2+ en la matriz, siendo el ADp mucho mas efectivo que el ATp y AMp en
prolongar el tienrpo de retención del Ca2* en el interior mitocondrial (Carafoli y col..
l96s).

El estudio de las concentraciones adecuadas de PO4H2K, acetato y ADp, así
como la combinación de todos ellos, constituyó la base para hallar las condiciones
idóneas de captación de Caz+.
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En prirner lugar se determinó la concentración cle PO4H2K necesaria para obtener

un buen nivel de captacción de Caz*. La concentración máxima de PO.HTK utilizada

fue 2 mM; no se utiliza¡on concentraciones superiores debido a que concentraciones

próximas a 2 mM pueden favorecer el eflujo del Ca2* acumulado (Carafoli, 1982). Este

efecto se ha relacionado con sustratos asociados a NAD para generar la fuerza

protomotriz inductora de la captación de Ca2* (Chudapongse, 1916) y, por otro laclo,

se ha observado que dicho efecto depende del pH, siendo mínimo a valores de pH

superiores o igual a7,2 (Wolkowicz y McMillin-Wood, l98l).

Se midió el contenido en C** intramitocondrial en las condiciones

experimentales establecidas anteriormente, utilizando como sustrato generador de la

fuerza inductora de la captación de Caz* al succinato (asociado a FAD) en un medio

ajustado a pH 7,2. Los resultados rnostraron (figura 2) una clara diferencia entre la

captación en ausencia (5,4 nmoles de C** min-t mg-t) y presencia de pOoHrK (superior

a 38 nmoles de Ca2+ min-' tng-'), de forma que incluso la menor concentración

empleada (50 ¡.rM) fue suficiente para aumentar 7 veces el nivel de Ca2* acumulado.

[.a concentración de PooHrK elegida fue de 0,2 mM, ya que por un lado había

sido descrito por Crompton y col., (1983) que la adición al rnedio de captación de

PO4H2K 0,2 mM, no interfería con la actividad dei uniportador, y por otro, se alejaba

de las concentraciones de PO4H2K descritas (superiores o igual a 2 mM) que interferian

sobre la capacidad de retención del Ca2+ acumulado y sobre el acúrnulo de cargas

masivas de Ca2+ (superior a 500 nmoles de Ca2*/r¡g de proteína), 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/rnl) se incubaron clurante 5 minutos a 25oC en 0,5 ml cle tampón ¿e

homogenización suplementaclo con succinato 5 mM y rotenona 4 pM, al que se añaclió pO4HrK (0,05-2

mM)- A continuación se añadió C^2* 25 ¡rM y se miclió el contenido en Ca2* intramitoconctriat a los t0

segundos, siguiendo el protocolo experimental clescrito en la sección <te Material y Métoclos. I-a trgura

rtpresenta los datos correspondientes a dos experirnentos realizaclos por duplica¿o con lotes ¿iferentes

de mitocondrias.
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Una vez fijada la concentración de PO.HTK (0,2 mM), se realizó la captación

de Ca2* en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de ADp (10-100¡rM)

midiendo el contenido intramitocondrial de Ca2* a los 10 segundos de comenzar la

captación. En la figura 3 se puede observar que el efecto del ADP sobre la captación

de Caz* fue dependiente de concentración, presentando su efecto máximo, a partir de

50 ¡rM.

Por otro lado, el ADP no sólo aumerlta la capacidad de retención del Ca2* en

la matriz mitocondrial, sino que también actúa como inhibidor del eflujo de Ca2* en

mitocondrias procedentes de tejidos excitables (Vitorica y Satrústegui, 1985). Debido

a que el objetivo de la presente memoria fue caracterizar los movimientos de Ca2*

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 Ca2*

sin interferir sobre el eflujo del misrno. Por lo tanto, la elección de la concentración de

ADP se basó también en dicho efecto inhibidor sobre el intercambio Na+/Ca2+, siendo

la concentración de ADP elegida (16 ¡rM) muy inferior la concentración de ADp a

partir de la cual el ADP ejerce su máximo efecto inhibidor (0,3 mM) (Vitorica y

Satrústegui, 1985).

Como se mencionó al principio de este apartado, la presencia de PQHrK y/o

acetato favorecía la capacidad de captura Cu'* y retención del mismo eL,Ja matriz

mitocondrial. Una vez que quedaron establecidas las concentraciones de PO.HTK y ADp

en el medio de captación, el siguiente paso en este estudio fue la incorporacíón al medio

de ensayo de acetato potásico 10 mM. Se eligió dicha concentracion en base a los datos

existentes en la bibiografía, 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 Ca2*.

Las mitocondrias (lmg/ml) se incubaron durante 5 minutos a25oC en 0,5 ml cle tampón de

homogenización supler"nentado con succinato 5 mM, rotenona 4 pM y PqHrK 0,2 mM al que se añaclió

ADP (10-100 ¡rM). Se siguió el mismo protocolo experimental descrito en la figura 2. t-a figura

representa los datos correspondientes a dos experimentos realizados por duplicado con lotes diferentes

de rnitocondrias.
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El siguiente control consistió en la niedida del Ca2* intramitocondrial en

presencia o ausencia de acetato l0 mM, ¡rianteniendo conslante la concentración de

ADP (16 ¡rM) en el medio de captación. Conlo se observa en la tabla 5, el acúmulo de

Caz* en presencia de cualquiera de los dos aniones permeantes, no mostró diferencias

significativas en cuanto al porcentaje de Ca2* acumulado (74% en presencia de pOoHrK

y 79% en presencia de acetato), mientras que la conlbinación de PO.HTK y acetato

aumentó ligeramente la capacidad de captura de Ca2*, llegando a acumular un 90% del

Ca2* añadido.

sin embargo, se ha descrito que la combinación de po4H2K (r,67 mM) y

acetato (20 mM) disminuye el eflujo basal de Ca2* lWolkowicz y Mc Millin-Wood,

1981) en condiciones experimentales en las cuales se obtenía el mayor eflujo de Ca2*
estimulado por POoHrK,

TABLA 5.- CAPTACION DE Ca?*

ADICION Captnción de Ca2*( 7o )

o4

PO4H2K 0,2 mM

41

74
'19

90

L¿s mitocondrias (lmg/lml, volrrrnen final) se incubaron durante 5 mintrtos a 25oC en

manitol 220 rnMl, sacarosa 70 mM, clK 30 rnM, BSA libre de ácidos grasos 0,5 mg/ml

suplementado con succinato 5 mM y rotenona 4 pM. Se representa el porcentaie de Car*

acu¡nulado por las mitocondrias tras I rninuto, con rcspecto al Ca:* añacliclo (25 ¡rM). Los

resultados son la media de 2 experirnentos independientes y realizados por cluplicado con

diferentes Iotes de mitocondrias.

PO4H'K 0,2 mM

FO4H2K 0,2 mM + ADP 16 ¡rM

+ ADP'16 p¿M + Acetato 10 mM

+ ADP 16 p.M + Acerato l0 mM
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En base a estos resultados, se realizó el estudio sobre la capacidad de retención

de Caz* en función del t iernpo, en presencia y ausencia de PO.HTK 0,2 mM en un

medio de captación suplernentado con acetato potásico l0 mM.

Al estudiar el Ca2* que pennanecía acurnulado a los 5 minutos de bloquear el

uniportador (figura 4), se apreció una clara diferencia según estuviese o no presente

PO4H2K 0,2 mM. El acetato favorece el transporte de Ca2* hacia el interior

mitocondrial, pero por sí solo no presentó 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 perdió un 63 % del Ca2* captado, mientras que la combinación de PO4H2K

0,2 mM y acetato potásico l0 rnM favoreció la retención del87% del Ca2* acumulado

transcurridos 5 ntinutos de haber bloqueado el uniportador, coincidiendo con los

resultados obtenidos previarnente por Wolkowicz y McMill in-Wood (1981).

La contposición del rnedio de ensayo para estudiar los movirnientos de entrada

y salida de Ca2* en mitocondrias procedentes de médula adrenal bovina, quedó

finalmente constituido coltlo se ref-leia en la tabla 6.
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FIGI.IRA 4.. RETENCION DEL CA2* ACUMULADO.

Se incubaron las mitocondrias (l mg/rnl, volumen final) clurante 5 rninutos a25oCen el tanrpón

dehomogenización suplementadocon succinato.5 mM,.rotcnona4 pM, ADP t6 ¡rM y acetato l0 mM,

en ausencia (a) y presencia (b) de PO{H.K 0,2 ¡nM. La c<¡nccntración cle Ca2* utilizada fue 25 pM.

Tras 2 minutos de captación de Car* se bloqueó el uniportador de Ca:* con

RR 2 pM/ADP 16 pM. Se representa el porcenta.je dc Ca:* reteniclo por las mitoconclrias transcurriclos

( o )

5 minutos de bloqueo del uniportador cle C"t* ( Ll I con respecto al acurnulaclo tras 2 minutos de

captación (E| ), miclienclo el conteniclo cfe Ca:' intramitoconclrial como se describe en Material y

Métodos.

l-os datos corresponden a un experinrento realizaclo por duplicado.
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TABLA 6.- MEDIO OPTIMO DE CAPTACION.

TAI\{PON DE ENSAYO:

Manitol 220 mM

Sacarosa 70 urM

CIK 30 rnM

BSA (libre de ácidos grasos) 0,5 rng/ml

Tris/ClH 50 mM pH 7,2

SUSTRATOS:

Succinato 5 nrM

Rotenona 4 ¡rM

PO4H:K 0,2 mM

ADP 16 ¡ rM

Acetato p<ltásico l0 mM
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2.- CAPIACION DE Ca2*.

La caracterizaciótt del uniportador de Ca2* se llevó a cabo en primer lugar,

niediante el estudio cinético del proceso de captación de Ca2* en las condiciones

previamente establecidas. Para ello, se inct¡baron las lnitocondrias (lmg/ml) a 25oC

durante 5 nlinutos en el rnedio de ensayo descrito en la tabla 6, añadiendo para

conlenzar la captación el Ca2* (25 ¡rM) y nridiendo el contenido intrarnitocondrial del

mismo a tiempos cortos crecientes.

Como se observa en la figura 5 el proceso alcanzó el equilibrio

aproxirnadamente tras 2 minutos de iniciar Ia captación. La transforrnación lineal de los

datos experintentales, mostró un comportamiento cinético monoexponencial, siendo

Iineal (r '  > 0.98) durante los 30 prirneros segundos (f igura 5 inserto).

Si se colnpara con el cotuportarniento cinético de las mitocondrias procedentes

de diferentes tejidos, se podría concluir que las mitocondrias de cerebro son las que

presentan Inayor actividad del uniportador de Ca2* (el proceso de captación alcanza el

equilibrio aproximadarnente a los 20 segundos) nrientras que las rnitocondrias adrenales,

esüarían en concordancia con las procedentes de tejido cardiaco, en las que la captación

de Caz* se eqtrilibra aproximadanrente a los 5 minutos de iniciar el proceso (Davidoff,

1974; Nicholls, 1978b).

A continuación se estudió la dependencia de la velocidad de captación del

uniportador con Ia concentración de Ca2* extramitocondrial, midiendo el contenido en

Ca2* intramitocondrial en la fase lineal del proceso, a los 5 segundos de iniciar la

captación.
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FIGURA 5.- CINETICA DE CAPTACION DE Ca:*.

Se incubaron las mitocondrias (t mg/l rnl, volúrnen final) a 25oC durante 5 minutos en el

tampón de captación descrito en la tabla 7. Se aña<tió al rnedio 25 ¡tM Ca2* tomando alícuotas de 0, I ml

a tiempos cortos crecientes siguiendo el protocolo experirnental descrito en la sección de Material y

Métodos.

Inserto: Transformación lineal de los datos (f > 0,9) cle acuerdo a la ecuación integrada d¿

pseudoprimer orden que se refle.ia en la sección de Material y Métoclos. Los resultaclos corresponclen a

Ia media de dos experimentos realiztdos por duplicado con diferentes lotes de mitocon{rias.

T iempo  ( s )

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

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



Resultados y disctrsión

Los datos experiruentales se ajustaron nlediante la ecuación de Michaellis y

Menten (figura 6), y a partir de la representación directa de los misnros se pudo

apreciar una relación hiperbólica entre Ia actividad del uniportador y la concentración

extramitocondrial de Ca2* . Mediante la transformación lineal de los datos

experimentales a la ecuación de Eadie Hofstee (figura 6 inserto), se obtuvieron los

parárnetros cinéticos que caracterizan al uniportador de Ca'*, Km : 20,9 ! 3,2 ¡tM

y Vmax : 148, |  + 7,2 nuroles Ca2* r lr in-l  nrg-r de proteína.

La relación hiperbólica obtenida está en concordancia con los datos existentes

en mitocondrias procedentes de tejido cardiaco (Cronipton y col.,1976b) y de hígado

(Affolter y Carafoli, l98l). Sin embargo, en otros estudios se ha observado una

relación sigmoidea (Scarpa y Graziotti, 1973b; Bygrave, 1978). Dicha relación

coincidió con la preserrcia de Mg2* en el nredio de captación, y se asoció a una

interacción cornpetitiva entre Mgt* y Cat* por su unión al uniportador (Reed y

Bygrave, 1975). También se explicó la relación de sigmoidicidad mediante la

descripción de dos sitios de unión para el Ca2* sobre el uniportador (Vinogradov y

Scarpa, 1973).

La Krn del uniportador por el Ca2* en mitocondrias procedentes de médula

adrenal es ligeramente superior a los valores de Knl descritos previamente en

mitocondrias cardiacas (Km l0-15 ¡rM) (Crornpton y col.,  1976 b; Nicholls y Crornpton

1980); sin ernbargo, estan en concordancia con los datos reciententente publicados en

los que se describe un intervalo niás arnplio de valores de Km, oscilando entre 5 y 30

¡rM, dependiendo del tejido del que procedan las rnitocondrias y de la composición del

medio de captación (Richter y Kass, 1991).

Con respecto a los valores de Vnlax descritos en los diferentes tejidos

estudiados, éstos varían segtin el nlétodo enrpleado en la homogenización del tejido

durattte el aislamiento de las nl i tocondrias. Así, en nritocondrias obtenidas lnediante

disección ¡necánica del tejido, conro por ejeniplo utilizando polytron, los valores de

Vmax oscilaron entre 280-600 nmol Ca2* mg-r min-r (Cronlpton y col. , 1976b; Vercesi

1I
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FIGLI'RA 6.- ÍNFLUENCIA DE LA coNcENTRAcroN DE ca?* EXTERNo soBRE LA
VELOCIDAD DE CAPTACION.

[¿s mitocondrias (l mg/rnl) se incubaron en 0,5 ml de tarnp<in de captación. Se ailaclió al me¿io

concentraciones crecientes de Cax* (3-100 ¡rM). Siguienclo el protocglo experinte'tal ¿escrito en la

sección de Material y Métodos, se midió el Ca?* acumulado a los 5 segrrn<Ios de iniciar la captación. Los

datos experimentales se a.iustaron mediante Ia ecuación de Michaclis y Menten.

Inserto: transformación lineal (f > 0,98) de los clatos mecliante Ia repre.sentación <le Eaclie-

Hofstee. Los parámetros se describen en el texto.

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

con diferentes lotes de mitocondria-s.
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y col., 1978; McMillin-Wood y col., 1980); mientras que si el método ernpleado

consistía en la digestión enzimática del tejido, las mitocondrias parecen ser mas activas,

con valores de Vmax comprendidos entre 4A0-n10 nmol Ca2*min-r mg-r (Vercesi y

col., 1978; McMill in-Wood y col., 1980).

Así, la Vmax (148,1nmolesCa2* min-, rg-t) del uniportador de Ca2* de

mitocondrias procedentes de médula adrenal, obtenidas mediante homogenización del

tejido con polytron, estan en concordancia con los valores de Vmax obtenidos en

mitocondrias aisladas mediante homogenizacíon mecánica del tejido.

2.1.- Captación de Ca2* en gr'ánulos cromafines.

I-a. fracción mitocondrial procedente de médula adrenal no constituye una

fracción absolutarnente pura debido a la contaminación de gránulos cromafines

(Ballesta, 1989). Por lo lanto, se realizaron experimentos de captación en gránulos

cromafines purificados con el fin de determinar si existía alguna contribución

significativa por parte de ellos sobre los parámetros cinéticos obtenidos.

Las mitocondrias y los gránulos cromafines se separaron mediante un gradiente

discontínuo de sacarosa (ver apartado de Material y Métodos). El precipitado resultante

de dicho gradiente, se denominó fracción de gránulos ya que en ésta, Ias vesículas

cromafines se purificaron unas 20 veces a partir del sobrenadante de 800xg, mientras

que el grado de púrificación de las ¡nismas obtenido en la fracción mitocondrial es de

aproxinradantente 4 veces (Ballesta, 1989).

La fracción de gránulos fue resuspendida en el mismo tarnpón que las

mitocondrias. El protocolo experimental, medio de ensayo y sustratos utilizados para

medir el influjo de Ca2* en gránulos cromafines, así como la concentración de proteína

y de Caz* ernpleadas, fueron idénticas a las empleadas para estudiar el uniportador de

Ca2*en mitocondrias.

- a
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En las condiciones en las que las mitocondrias presentan una capacidad para

acumular entre un 80 y 90% del Ca2* añadido (ver figura 5), la captación de la fracción

granular pura (1 mg/rnl, volumen final), nunca superó el4% del Ca2+ añadido, incluso

transcurridos 10 minutos de captación (figura 7).

Por otro lado, las condiciones experimentales idóneas para la captación de Ca2*

en mitocondrias, descritas en el apartado anterior, no coinciden con las condiciones

óptimas de captación en gránulos 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 óptima, ausencia de ATP, presencia

de rotenona y velocidad de captación de Ca2*; de este modo, se puede descartar una

influencia significativa de los gránulos cromafines presentes en los ensayos de captación

de Ca2* por mitocondrias adrenales.

0 . 0
4 6

T iempo  (m in )

FIGTJRA 7.- CAPTACION DE Ca2" POR GRANULOS CROMAFINES.

[,os granulos cromafines (lmg/ml, volúmen final) se trataron tal y como se describe en la figura

5, midiendo el contenido de C** intravesicular a distintos tiempos de la forma descrita en Ia sección de

Material y Métodos.

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

preparaciones de gránulos cromafines.
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3.. EFECTO DEL ROJO RUTENTO SOBRE EL UNIPORTADOR DE CA2*.

El colorante rojo rutenio (RR) actúa especificamente sobre el uniportador de

Ca2* mitocondrial inhibiendo de forma no competitiva la actividad de dicho uniportador

(Reed y Bygrave, Lg74), sin interferir sobre la fuerza inductora del influjo de Ca2+ al

interior mitocondrial (Moore, t97l).

I-a importancia del rojo rutenio radica en que permite establecer la existencia de

sistemas de transporte independientes para los movimientos de entrada y salida de C**

en mitocondrias, y de este modo, facilita el estudio de ambas rutas por separado

(Bygrave, 1978).

Con el fín de estudiar las rutas de salida de Ca2* en mitocondrias adrenales, se

caracterizó en primer lugar el efecto inhibidor del RR sobre el uniportador de Ca2+

utilizando un intervalo de concentración comprendido entre 0,002 y 20 ¡tM. Para ello,

las mitocondrias se incubaron a 25oC durante 5 minutos con rojo rutenio antes de

iniciar el proceso de captación.

En la figura 8 se puede apreciar el potente efecto inhibidor del RR, que a la

mínima concentración utilizada (0,002 ¡rM), inhibió un 75 % la captzción de Ca2* con

respecto al control realizado en ausencia del mismo. A partir de la concentración 2 pM

se alcanzó una inhibición del 92,4% que no varió significativamente con

concentraciones.superiores, siendo por tanto, la concentración de RR 2 pM la que se

utilizó para realizar el bloqueo de la captación de Ca2* en estudios posteriores.
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FIGT.IRA 8.- INHIBICION DEL UNIPORTADOR DE CA2* CON ROJO RUTENIO.

[¿s mitocondrias (0,7 mg/ml) se incubaron durante 5 minutos a25oC en 0,5 m-l de tampón cle
captación en ausencia y presencia de distintas concentraciones de rojo rutenio. La concentración ¿e Ca2+
utilizada fte75 p.M, midienclo el contenido cte ca2* mitoconclrial tras l0 segunclbs de captación. I_a figura
representa el porcentaje de inhibición cle la captación con respecto at nivel ¿e Ca2* acumulaclo en ausencia
de rojo rutenio.

Los datos corresponden a un experirnento rearizacro por triplicado.
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4.- SALIDA DE Ca2*.

Una vez caracterizado el uniportador de Ca2* en mitocondrias adrenales, y

elegidas las condiciones óptimas para retener el Ca2* acumulado, se estudiaron los

sistemas de eflujo descritos en otros tejidos, el intercambio Na+/C** y el eflujo de

Ca2* independiente de Na*.

Parare-alizar este estudio, se eligió un tiempo de captación de2 minutos, tiempo

en el que previamente quedó demostrado que el influjo de Ca2* se encontraba en

equilibrio, y se utilizó una concentración de Ca2* elevada (50 ¡rM), con el frn de

conseguir que las mitocondrias acumulasen suficiente Ca2* y así poder observar una

respuesla óptima al estimular su eflujo.

4.1.- EFLUJO BASAL DE Ca2+.

Como ya ha sido descrito, el ADP ejerce un papel modulador regulando la

capacidad de acumular y retener Ca2* en la matriz mitocondrial (Carafoli y col., 1965).

Utilizando mitocondrias procedentes de hígado, Heffron y Harris (1981) consiguieron

disminuir el eflujo basal de Ca2* en presencia de ADP, con lo cual se obtenía una

respuesta mayor de las ¡nitocondrias hepáticas ante el estímulo del Na*.

Por otro lado, estudios realizados en tejidos excitables, describieron un efecto

inhibidor del ADP sobre la salida de Ca2* tanto independiente.como dependiente de

Na*, en función de la capacidad del ADP para estabilizar los cristales de hidroxiapatita

en la matriz, modificando por lo tanto, el poder intramitocondrial de tamponamiento de

Ca2+ (Vitorica y Satrúsregui, 1985).

A partir de estos datos, se estudió el bloqueo de la captación de Ca2* y la

capacidad de retención del misnto, bloqueando el uniportador de Ca2* mediante la

adición del colorante RR (2 pM) sólo o en combinación con ADp.
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Al bloquear el uniportador de Caz* con RR 2 ¡rM suplenrenlado con ADP entre

5 y 30 ¡rM, se comprobó que el eflujo basal de Ca2* disrninuía al aumenlar la

concentración de ADP en el medio. En concreto, a los 5 minutos de haber bloqueado

el uniportador de Ca'*, entre un 89 y 98 % del Ca2* captado perrnanecía acumulado,

frente a un 84% retenido en ausencia de ADP (figura 9a).

La elección de la concentración de ADP se basó en los datos existentes sobre

el papel inhibidor del mismo sobre el intercambio Na*/C a?* .I-a concentracióm de ADp

elegida (16 ¡rM) retiene aproximádamente un 95 % del Ca2* acumulado y por otro lado,

es muy inferior a las concentraciones inhibitorias descritas por otros autores (Vitorica

y Satrústegui, 1985).

En la misma f,rgura 9b, se representa un experimento control realizado por

duplicado en el que se compara el porcentaje de retención del C** adistintos tiempos,

una vez bloqueado el uniportador de Ca2* con RR pM en ausencia y presencia de ADp

16 ¡rM. Como se puede comprobar, el bloqueo del uniportador de Ca2* con RR 2¡.cM

fue mas efectivo en presencia de ADP, y la concentración elegida (16 ¡rM) fue

suficiente para retener prácticamente el 100% del Ca2* acumulado por las mitocondrias,

frente a un 85 % retenido en su ausencia.

Así pues, mediante el bloqueo previo del uniportador con RR 2 ¡rM/ADP
16 ¡tM, se caracterizó el eflujo de Ca2* de forma independientemente del proceso de

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

Las mitocondrias (0,5 mg/0,5 ml, volúmen final) se incubaron en tampón cle captación al que

se añadió Ca2* 25 pM.

Figura 9a.- Se midió el Ca2* acumulado durante 2 minutos, períoclo tras el cual se bloqueó Ia

captación de Caz* con RR 2 ¡rM en ausencia y presencia cle ADP (5-30 pM). Se mi¿ió el Ca2+

intramitocondrial a los 5 minutos de efectuar el bloqueo del uniportador cle Ca2*. En la figura se

representa el porcentaje de Caz* que permanece en el interior mitoconclrial con respecto at Ca2+ captado.

Figura 9b.- Curso temporal del bloc¡ueo clel uniportactor de Ca2* con RR Z ¡tM en ausencia

( .l. ) y presencia ( | ) de ADP 16 ¡rM.

Los datos corresponden a dos experimentos inclepenclientes realizaclos por cluplicaclo.

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

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



Resultaclos y discusión

4.2.- INTERCAMBIO Na+/Ca2+.

El intercambio Na*iCa2+ es la ruta de salida de Ca2* predorninante en tejidos

excitables, por lo tanto, en primer lugar se realizó el estudio y caracterización de clicho

sistema en mitocondrias de médula adrenal bovina-

El intercambiador Na*/Ca2* presenta sitios reguladores para el Caz* en la

superficie externa de la membrana mitocondrial interna, diferentes de los sitios de unión
para el mismo como sustrato de intercambio (Hayat y Crompto n, l9B2; 1985), de forma
que, concentraciones extramitocondriales de Ca2* cornprendidas entre 3 y 6 ¡rM, dan
Iugar a la inhibición máxima del intercambio Na+/Ca2* (Hayat y Crompton, 1982). por

lo tanto, debido a la sensibilidad del transportador al Ca2* extramitocondrial el efluio

de Ca2* se estimuló con Na+ en presencia de EDTA 0, I mM.

El estudio cinético de dicho sisterna se llevó a cabo estimulando con Na+ 15 mM
y midiendo el contenido en Ca2* intramitocondrial a tiernpos crecientes a partir de los

10 segundos de haber estimulado el intercambio Na+/Ca2*. Los resultados mostraron
que dicho proceso alcanzó el equilibrio aproximadamente a los 7 minutos de iniciar el
estímulo (figura 10). Al realizar la transformación lineal de los datos experimentales

(figura l0 inserto) se observó que la velocidad de salida de Ca2* estimulada por Nar,

fue lineal (r.' : 0,995) durante los 2 primeros minutos.

Posteriormente se caracterizó el eflujo de Ca2* bajo distintas concentraciones

extramitocondriales de Na+ (3-50 mM), midiendo el Ca2* retenido tras I minuto de

estímulo. El eflujo de Ca2* se obtuvo mediante la diferencia entre el Ca2* que
permanece acumulado en el interior mitocondrial antes y después de estimular el
intercambio Na*/Ca2*.

La velocidad inicial del eflujo de Ca2* presentó una dependencia sigmoidea con

la concentración externa de Na* (figura I la). A partir del análisis de los datos

experimentales mediante la ecuación de Hill (figura l la inserto), se obtuvo un

coefrciente de Hill de 1,6 t 0,1, indicando con ello la participación de mas de una

molécr.rla de Na+ por cada ca2+ intercarnbiado en el proceso.
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FIGLJRA 10.- CINETICA DE SALIDA DE Ca2*.

I-as mitocondrias (l mg/nil) se incubaron en 0,6 ml de tampón de captación durante 5 minutos

a 25oC, período tras el cual se añadió el Ca2* (50 ¡rM). Se siguió el protocolo experimental descrito en

la sección de Material y Métodos, midiendo el Ca2* intramitocondrial a diferentes tiempos una vez

estimulado el eflujo de Ca2* con Na* 15 mM/EDTA 0, I mM.

Inserto: linearización de los datos experimentales mediante la ecuación integrada de pseudoprimer

orden descrita en la sección de Material y Métodos.

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

mitocondrias.

T iempo
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FIGTJRA II..INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE Na+ EXTERNO SOBRE LA
VELOCIDAD DE SALIDA DE Ca?*.

Tras Ia adición de Ca2* (50 ¡rM), las mitocondrias (l mg/ml, volúmen final) acumularon Ca2*

durante 2 minutos, período tras el cr.ral se bloqueó el uniportaclor cle Ca?+ con RR 2 ¡tMl ADp l6 pM

siguiendo el protocolo experimental descrito en la sección cte Material y Métoclos. Se micjió el Ca2*

intramitocondrial tras I minuto de estimular el eflujo con Na* (2-50 mM)/EDTA 0, I mM.

Figura 11a.- Representación de los datos experimentales mecliante la ecuación transformada cle

Michaelis y Menten. Ir¡serto: Representación lineal de los clatos experimentales mectiante al ecuación de

Hill. Se tomaron los valores comprendiclos entre el l0 y 90Vo cle la Vmax obtenicla en Ia figura lla.

Figura 1lb.- Representación de Scatchard de los datos experimentales cle la figura lla.

Los parámetros de la figura I I se clescriben en el texto. Los datos corresponclen a la meclia ¿e

4 experimentos, realizados por duplicaclo y con <Iiferentes preparaciones de mitoconclrias.
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Por otra parte, al no poder medir la concentración de Caz* libre

intrarnitocondrial, 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 estequiometría del proceso de intercambio.

Mediante el ajuste de los datos experimentales tal y como se describe en la

sección de Material y Métodos, se calcularon los parámetros cinéticos del intercambio,

obteniendo una afinidad del sistema por el Na* extramitocondrial, definida por Ia Km,

de 10,0 + 0,9 mM y una Vmax del eflujo de 9,2 + 0,4 nmol de Ca2* min-r mg-r.

El análisis de Scatchard de los datos experimentales (figura l lb) dió lugar a una

representación no lineal con un máximo pronunciado, que reflejó la relación y grado

de cooperatividad positiva de la unión del Na* sobre la molécula responsable del

intercambio.

Los resultados obtenidos, tanto dependencia sigmoidea del sistema sobre la

concentración extrarnitocondrial de Na+, como la afinidad del sistema por el Na* y la

velocidad máxirna 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-r mg-t) (Carafoli, 1987), superando la Vmax los valores descritos en tejidos

tales como hígado, pulmón o corteza renal (1 ,6-2,'l nmoles min-trng-¡) (Crompton y

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

4.2.1.- Efecto de los nucleótidos de adenina sobre el intercambio Na"/Ca2*.

Los nucleótidos de adenina presentan la capacidad de prolongar el tiempo de

retención del Ca2* acumulado (ADP>ATP) (Carafoli y col., 1965; Zoccarato y col.,

1981), y por otro lado, en función de esta propiedad, se describió el efecto inhibidor

de ADP sobre el intercambio Na+/Ca2* en mitocondrias de cerebro (Vitorica y

Satrústegui, 1985).
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La caracterización del uniportador de Cu'* y del intercambio Na*/Ca2* de

mitocondrias adrenomedulares, se realizó en presencia de ADp 16 pM en el medio de

captación, y presente también junto con RR en el bloqueo del influjo de Cal*,

condiciones que mediante controles previos se determinaron idóneas para realizar el

estudio de los movimientos de Ca2*.

Recientemente ha sido descrito el ef-ecto inhibidor del ADp sobre la fijación d9

[3H]nitrendipina al DHPr mitocondrial (Zernig y col., 1988). puesto que el siguienre

objetivo a cubrir en esta memoria era el estudio de la modulación del intercambio

Na*/Ca2* por derivados DHP, y teniendo en cuentia además el efecto de los nucleótidos

de adenina sobre dicho sistema de eflujo, se estudió en primer h.rgar la posiblidad de

excluir el ADP del medio de captación.

Se realizó un experimento control sobre el proceso de captación en ausencia y
presencia de ADP 16 ¡,tM (figura 12). Se observó que en presencia de acetato l0 mM
y PO+HTK 0,2 mM en el medio, y utilizando una concentración de Ca2* de 50 ¡rM, no

existían diferencias significativas entre el nivel de Ca2* acumulado en presencia o

ausencia de ADP. Así pues, se determinó descartar la presencia de ADp en el medio

de captación.

Contrastando con el estudio de los factores externos que afectan el transporte de

Ca2* mitocondrial, se apreció la necesidad de utilizar ADP en un medio suplementado

con POTHTK pero que carecía de acetato utilizando además una concentración de Ca2*

de 25 ¡rM (figura 3).
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FIGTJRA 12.- EFECTO DEL ADP SOBRE LA CAPTACION EN UN MEDIO SUPLEMENTADO
CON ACETATO.

l-as mitocondrias (lmg/ml) se incubaron en 0,7 ml de tampón de ensayo suplementaclo con

succinato 5 mM, rotenona 4 pM, Pi 0,2 mM y acetato l0 mM, en ausencia (l) y presencia (O) de ADP

16 ¡rM en el medio de captación. I-a concentración de Ca2* utilizacla fue 50 ¡rM.

Los datos corresponden a 2 experimentos realizados por duplicado con clif-erentes preparaciones

de mitocondrias.

El siguiente paso por tanto, fue realizar la caracterización del intercambio

Na*/Ca2* en ausencia de ADP en el medio de captación, pero debido a la efrcacia

observada de dicho nucleótido sobre el eflujo basal de Ca'*, se mantuvieron las

condiciones elegidas para realizar el bloqueo de la captación de Ca2*

(RR 2 ¡rMlADP 16 pM).
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La representación directa de los resultados obtenidos, nrostró una relación

hiperbólica del intercambio Na*iCa'*, con respecto a la concentración externa de Na*

(figura 13). Al analizar los datos experimentales nlediante la ecuación de Hill (figura

13 inserto), el coeficiente de Hil l  resultante n": 1,4 + 0,2, sugir ió la part icipación de

más de 1 Na* por cada Ca2* en el proceso de intercambio.

Mediante el ajuste de los datos experimentales, según se describe en Material

y Métodos, se obtuvieron los parámetros cinéticos del proceso, Vmax : 8,5' + 0,4

nmoles de Ca2* min-l mg-r y Km : 4,2 + 0,5 mM. EI análisis de los mismos mediante

la representación de Scatchard (figura 13b) dió lugar a una representación concava con

un máximo pronunciado, mostrando una relación de cooperativida positiva por la unión

del Na" externo-

Al comparar con los resultados obtenidos en presencia de ADP en el nledio de

captación (apartado anterior), se observó que, tanto la relación sigmoidea con respecro

a la concentración externa de Na*, como la afinidad del sistema por el Na+ fueron

afectados por el ADP. Al excluir el ADP del medio de captación, se apreció una

relación hiperbólica mostrando además, una mayor afinidad del sistema por el Na*,

disminuyendo Ia Km desde l0 mM hasta 4,2 mM.

Sin embargo, la Vmax del intercambio, así como Ia relación de cooperatividad

positiva por la unión del Na+ a la molécula responsable del intercambio, no fueron

afectadas por la ausencia de ADp en el rnedio de captación.

Los resultados obtenidos confirmaron que el efecto del ADp sobre el

intercambio Na+/Ca2* no era ejercido directamente sobre la entidad molecular

responsable de dicho intercambio, ya que como anteriormente se demostró en

mitocondrias procedentes de hígado o cerebro (Zoccarato y col., 1981; Vitorica y

SatnÍstegui, 1985), el efecto inhibidor del ADP sobre el eflujo de C** era ejercido a

través del transportador de nucleótidos mediante la inhibición del eflujo de pOoHrK y

retención por tanto del Ca2* en la matriz mitocondrial.
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FTGLTRA 13.- EFEcro DEL ADp soBRE EL INTERCAMBIO Na*/caz*.

I-as mitocondrias (1mg/ml, volúmen final) se incubaron siguienclo las mismas concticiones y
protocolo experimentales descritos en la figura ll, excepto que en este caso et ADpno estaba presente
en el medio de captación.

Figura l3a-- Cinética de saticla de Ca2*. Et intervalo de concentración de Na+ utilizaclo estuvo
comprendida entre 3 y 75 mM. Inserto: representación de Hill cle los datos experimentales, tomanclo los
valores comprendidos entre el l0 y gOVo de la Vmax definida a partir cle la figura l6a.

Figura l3b.- A¡álisis de los clatos experimentates mediante la representación ¿e Scatcharcl.

Los parámetros obtenidos se describen en el texto. Los ctatos corresponcten a clos experimentos

independientes realizados por cluplicaclo con dif-erentes preparaciones mitoconrlriales..
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Ante los resultados obtenidos, para estudiar la modulación de este sistema de
intercambio, y puesto que la captación de Caz+ en ausencia de ADP no disminuía con

respecto a su presencia, el ADP no se incluyó en el medio de captación en

experimentos posteriores.

EI esttldio del efecto del ATP sobre el intercambio Na*/Ca2*, se realizó

añadiendo éste una vez que las mitocondrias habían acumulado Ca2* y tras bloquear el

uniportador de Ca2* con RR 2 ¡tMlADp 16 ¡tM.
El ATP se adicionó al medio I minuto antes de estimular el eflujo de Ca2* con

Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM y se midió el contenido en Ca2+ intramitocondrial a los 5

minutos, obteniendo el eflujo neto de Ca2* mediante la diferencia entre el Ca2* que
permanece acumulado en el interior mitocondrial en ausencia y presencia de
Na"/EDTA.

Al analizar los resultados (figura 14), se observó un efecto inhibidor dependiente

de concentración sobre el intercambio Na+/Ca2*, necesitando concentraciones de ATp

superiores a2 mM para inhibir en un 50% el eflujo de Ca2+.

Entre los datos existentes sobre la acción del ATP sobre los movimientos de

Ca'* , se describió la retención del Ca2* acumulado por las mitocondrias en presencia

de ATP, disminuyendo por tanto el eflujo de Caz* (Harris, 1977). Posteriormente se

describió el efecto estimulador del ATP sobre el intercambio Na*/C** de forma

indirecta, revertiendo el efecto inhibidor del Mg2+ sobre dicho sistema (Hayat y

Crompton, 1987). Los resultados obtenidos parecen estar relacionados con el papel del

ATP en el mantenimiento del Ca2* acumulado pues en las condiciones experimentales

utilizadas, no estaban presentes ni Mg2* ni Ca2+ extramitocondriales para modular dicho

sistema de intercambio.
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FIGTIRA 14.- EFEcro DEL ATP soBRE EL INTERCAMBIO Na*/ca2+.

Las mitocondrias (l mg/ml, volúmen ñnal) se incubaron en el tampón de ensayo <tescrito en la

figura 13. Tras la adición del Ca2* (50 ¡rM) y 2 minutos de capatación se bloqueó el uniportaclor con RR

2¡rMlADP l6¡rM. Tras 1 minuto de bloqueo, se aclicionó ATP (O,l-2 mM) al medio, estimulancto I

minuto después el eflujo con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. Se representa el porcentaje ¿e eflujo de Ca2,

con respecto a las condiciones control, tras 5 minutos de estímulo.

Los datos corresponden a dos experimentos reatizacros por duplicaclo.
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4.3.- SALIDA DE CA2* INDEPENDIENTE DE NA+.

El protocolo experimental qLre se siguió para realizar este estLrdio fue el mismo

que el descrito al estudiar el interca¡rbio Na*/Ca2*, excepto que el estímulo del eflujo

de Ca2* consistió en aumentar la concentración de protones en el me<Jio mediante la

adición de CIH 0,1 M, disminuyendo el pH del rnedio desde '1,2 
hasta 6,15, por lo que

en este caso se utilizó tampón PIPES 50 rnM.

Se midió el Ca2* intramitocondrial transcurridos 2 y l0 minutos de la adición

de H+. Como se puede observar en la figura 15, Ia salida de Ca2* indepencliente de Na*

fue más acusada conforme se aumentaba la concentración de H* en el medio, siendo

prácticamente nulo a pH 6,9, aLrnqLre a pH 6,6 y 6,9 se produjo una salida de Caz* de

un 30% aproximadamente. Con motivo de comparación, en la misma figura se

representan las condiciones control (pH7,2), 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 Caz* independiente de Nao en

mitocondrias adrenomedulares, representa menos de un l0% (a los l0 minutos de ser

estimulado por distintas concentraciones de H+) frente a un 90% del intercambio

Na+/Ca2+ en las condiciones control. De esta forma, se comprobó que al igual que en

los demás tejidos excitables estudiados (Crompton y col., 1978), en mitocondrias de

médula adrenal el intercambio Na*/Ca2* era cuantitativamente más importante,

constituyendo la vía principal de salida de Ca2+.
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FIGURA 15.- SALIDA DE Ca2* INDEPENDIENTE DE Na*.

Se siguió el protocolo experimental descrito en la sección cle Material y Métoclos. [¿s

mitocondrias (1,5 mg/l ml, volúmen final) acumularon Ca2* clurante 2 minutos, y tras 2 minutos cle

bloqueo del uniportador con RR 2¡ilADP 16 ¡rM, se estimuló el eflujo de Ca2* mediante la adición de

las siguientes concentraciones de H+: 0,063 pM (l pH7,Z); 0,126 y.M ( O pH 6,9); 0,25 ¡rM

( O pH 6,6) ;  O,7 l  ¡ tM ( .a.  pH 6,15) .

Se mictió el Ca2* mitoconclrial a los 2, 4 y 12 minutos de btoqueo del uniportaclor y a tos 2 y

l0 minutos de estírnulo, tratando las muestras como se describe en la sección cle Material y Métoclos. Con

motivo de comparación, se representa la salida de Ca2* estimulacla por Na* 20 mM/EDTA 0, I mM

( n pH 7 ,2, controt).

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

de mitocondrias.
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5.- EFECTO DE FARMACOS SOBRE LOS N{OVIMIENTOS DE Ca2*.

Para estudiar el efecto de los diferentes fármacos sobre los movimientos de

Ca'* , se detenninó en primer lugar, el tiempo de incubación necesario para observar

su efecto, tanto a nivel del uniportador de Ca2* como sobre la actividad del intercambio

Na+/Ca2*. Para ello, las mitocondrias se incubaron a 25oC en ausencia y presencia de

nitrendipina durante diferentes tiempos antes de la adición de Ca2* 50 pM.

La concentración de nitrendipina utilizada para llevar a cabo este estudio (10

¡rM) se eligió en función de los datos existentes en la bibliografía sobre el acúmulo

intracelular de bloqueantes del Ca2*, y la necesidad de elevadas concentraciones de los

mismos para observar su efecto sobre los movimientos de Ca2* en organelas aisladas

(Lüllmann y Mohr, 1987; Pang y Sperelakis, 1983).

Con respecto a la actividad del uniportador de C**,los resultados obtenidos

quedan reflejados en la figura 16, en la que se observa que el Ca2* acumulado por las

mitocondrias en presencia de nitrendipina (10 ¡rM), no presentó diferencias

significativas con respecto al acúmulo de C*t en las condiciones control,

independientemente del tiempo de incubación.

Al mismo tiempo se estudió el eflujo de Ca2* estinrulado por Na*, observando

que incluso al preincubar las mitocondrias durante 5 minutos con nitrendipina 10 ¡rM,
se apreciaba el efecto inhibidor de la misma sobre el intercambio Na*/Ca2*

transcurridos 10 minutos de estímulo. El tiempo de incubación a partir del cual

nitrendipina nlostró su efecto máximo sobre el eflujo de Ca2*, fue de 15 minutos.

En función de su efecto sobre el intercambio Na+/C a2* , y con el fin de mantener

las mismas condiciones experimentales tanto en los estudios de captación como de salida

de Ca2*, se eligió un tiempo de 15 minutos para incubar las mitocondrias con los

diferentes fármacos antes de añadir Ca2*.
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FIGURA 16.- TIEMPO DE INCUBACION DE NITRENDIPINA.

[-as mitocondrias (l mg/ml, volúmen final) se incubaron en presencia cle nitrendipina l0 ¡r,M,
durante 5, 15 y 30 minutos a 25"C. Tras la aclición cle Ca:* (50 ¡rM) se miclió a los 2 minutos, el

acúmulo de Caz* (l--l ). EI uniportaclor de Caz* se bloqueó con RR/ADp y a continuación de

estimuló el eflujo de Ca2* con Na* 20 mM/EDTA 0,1 nM, miclienclo el Ca2+ reteniclo por las

mitocondrias a los l0 minutos de estímulo (:).

En ausencia de nitrendipina (control), tas mitoconclrias se preincubaron durante 5 minutos,

siguiendo el mismo protocolo experimental descrito.

Los resultados son la media de dos experimentos realizados por <Iuplicaclo.
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Por otro lado, estudios recientes sobre el acúmulo de [3H]nitrendipina en tejido

cardiaco, han demostrado que la acción de nitrendipina sobre la respuesta contráctil es

paralelo a un aumento en la concentración intracelular de nitrendipina en un intervalo

comprendido entre 1 y 100 ¡.cM (Lüllmann y Mohr, 1987).

Teniendo en cuenta además los datos existentes a nivel de fijación de

radioligandos sobre el DHPr mitocondrial, el intervalo de concentración de los

diferentes fármacos utilizados para estudiar Ia modulación de éstos sobre el uniportador

de Ca2* y el intercambio Na*/Ca2* estuvo comprendido, en la rnayoría de los casos,

entre 0,01 y 100 ¿rM.

5;1.- CAPTACION DE Ca2*.

En primer lugar, se estudió el efecto de los diferentes fármacos (0,01-100 ¡rM)
sobre el uniportador de Ca'* , para ello, tras preincubar las mitocondrias a 25oC durante

15 minutos, en ausencia (control) y presencia de los distintos fármacos empleados, se

midió el Ca2* acumulado por las mitocondrias durante 2 minutos.

A partir de los resultados mostrados en la tabla 7, se observa que ni los

fármacos pertenecientes al grupo de las DHP, ni verapamil ni diltiazem, tuvieron efecto

sobre la actividad del uniportador de Ca2*, ai no apreciarse diferencias significativas

entre el nivel de Ca2* acumulado por las mitocondrias en condiciones control, y en

presencia de la concentración nláxinla de fármaco utilizada.

Existen muy pocos datos en la bibiografía en relación a la modulación por los

diferentes grupos de bloqueadores del Ca2+ sobre el uniportador de Ca2* mitocondrial.

Entre éstos, algunos concuerdan con los resultados obtenidos en esta memoria, ya que

reflejan la carencia de efecto de dichos fármacos sobre el influjo de Ca2* en

mitocondrias cardiacas (Vaghy y col. , 19821, Matlib y col., l9B3).

Sin embargo, existen datos contradictorios que describen un efecto inhibidor de

dichos fármacos sobre el uniportador de Ca2* en mitocondrias procedentes también de

tejido cardiaco (Baydoun y col., 1986; Buss y col., 19s8). Entre éstos, algunos
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describen valores de IC5o superiores a 150 ¡rM (Buss y col., 1988), concentración que

supera el límite de solubilidad observado para la mayoría de las DHP utilizadas.

Aunque las condiciones experimentales utilizaclas por los diferentes autores

difieren de las empleadas en esta memoria, cabría destacar las diferencias observadas
en relación al protocolo de aislamiento y al medio de ensayo utilizado por el grupo de
Buss. La homogenización mediante digestión enzir¡ática del tejido, la presencia de ATp
y Mg'* en el medio de captación, son condiciones que han sido descritas que interfieren

sobre la actividad del uniportador de Ca2* (Harris, 1977; Allshire y Heffron, 1983), y
que tal vez podrían explicar las diferencias observadas por el grupo de Buss en relación
al efecto inhibidor que ejercen las DHP, verapamil o diltiazem sobre el uniportador de
Ca2* 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 relación a los resultados descritos en esla memoria.

Por otro lado, se describió que Bay K 8644, estimulaba la captación neta de
ca2* e inhibía la velocidad de captación de ca2* (Baydoun y col., 1990). Las
diferencias observadas en cuanto a la temperatura (37oC), volumen de ensayo (10 ml)
y concentración de proteína (0,25 mg/ml), fueron condiciones experimentales
desca¡tadas mediante controles previos para estudiar los movimientos de Ca2+ en esta

memoria, condiciones que tal vez sean responsables de las diferencias observadas con
respecto a los resultados aquí mostrados.
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TABLA 7.- EFECTO DE LOS DIFERENTES FARMACOS SOBRE LA CAPTACION DE

CALCIO.

FARMACO nmol Ca2*/mg prot.

Control

nitrendipina

nirnodipina

nifedipina

f'elodipina

PN 200- l  l0

cGP 28392

amlodipina

Bay K 8644

dilt iazem

verapanil

42+ l

40  I 3

42+3

4 l+3

48+4

43  ¡ z

45x t

4 t  t 2

43+ l

44+3

44  t 2

J

^

J

6

4

)

3

J

J

Las mitocondrias ( I mg/ml, volumen final) se incubaron a25oC clurante l5 minutos con

los distintos fármacos. A continuación se adicionó al meclio Caz* (50 4M). Tras 2 minutos cle

captación se tomaron alícuotas de 0, I ml que se filtraron y lavaron tal y como se describe en

Material y Métodos. En la tabla se representa el Ca2* acumulaclo por las mitoconclrias a una

concentración de fármaco de 100 ¡rM, excepto en el caso cle verapamil que fue 2mM.

n corresponde al nrimero de experimentos realizados por duplicaclo, utiliz¡ndo ctistintos

lotes de mitocondrias.
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5.2.- SALIDA DE Ca2*.

De los dos mecanismos implicados en la salida de Ca2*, se estudió en primer

lugar el intercambio Na*/Ca2*., dado que cuantitativamente representa el mecanismo

más importante en mitocondrias de médula adrenal, tal y como quedó demostrado en

el apartado 4.2 de resuhados.

El estudio del efecto.de los diferentes fármacos sobre el intercambio Na*/Ca2*

se realizó mediante curvas dosis respuesla. Para ello, las mitocondrias se incubaron

durante 15 minutos con los diferentes fármacos (0,01-100 ¡rM) antes de iniciar la

captación de Ca2*. Las mitocondrias acumularon Ca2* durante 2 minutos, tras los

cuales se bloqueó el proceso de captación con RR 2 ¡rMlADP 16 ¡rM, manteniendo el

uniportador de Ca2* bloqueado durante 2 minutos, y estirnulando seguidamente el eflujo

de Ca2* con Na* 20 mM/EDTA 0, t mM. Con el fin de poder observar diferencias

relevantes con respecto a la actividad del intercambio Na+/Ca2* en ausencia y presencia

de los fármacos, se midió el contenido en Ca2* intramitocondrial tras 10 minutos de

estímulo, tiempo en el que el proceso de eflujo de Ca2* se hallaba en equilibrio,

obteniendo el eflujo neto de Ca2*mediante la diferencia entre el contenido en Ca2*

intramitocondrial tras 12 minutos de bloqueo y 10 minutos de estímulo.

A) Bloqueantes del calcio no dihidropiridínicos.

Entre los fármacos no DHP utilizados, se estudió el efecto del diltiazem y

verapamil sobre el intercambio Na*/Ca2*.

Al representar los datos experimentales, en porcentaje de eflujo con respecto a

Ias condiciones control (firgura l7), se obtuvieron los parámetros que definieron la

acción de los mismos sobre el intercambio Na*/Ca2*.

Como se observa en Ia figura l7a, el efecto del diltiazem se apreció a

concentraciones próximas a I /rM, y a partir del análisis de los datos experimentales

(descrito en la sección de Material y Métodos), se obtuvo un valor de iC5o de
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10,9 + 1,2 ¡tM. La potencia de acción de dicho fármaco, fue paralela alaeficacia de

acción del mismo, alcanzando niveles de inhibición sobre el intercambio Na*/Ca2* de

casi  e l  9A%.

Los resultados obtenidos confirmaron los datos existentes sobre el efecto de

dicho tármaco en mitocondrias cardiacas o de cerebro, presenlando valores de ICro en

el mismo orden, 7 y L0 ¡rM 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 concentración de diltiazem necesaria para

inhibir un 50% el intercambio Na+/Ca2* fue casi 3 veces superior (ICso : 19 ¡rM)
(Buss y col . ,  1988).

Con respecto al verapamil, las concentraciones elegidas para estudiar su efecto

fueron superiores a las del resto de flírmacos empleados, pues a concentraciones

inferiores a 100 ¡rM, no se observó ningún efecto sobre el intercambio Na+/Ca2*. Al

ampliar el intervalo de concentración hasta 1,5 mM, se observó que la concentración

necesaria para inhibir un 50% el eflujo de Ca2+ fue de 560 ¡rM (figura 17b). Aunque

menos potente que el diltiazem, el veraparnil fue también un fármaco eficaz inhibiendo

dicho sistema, ya que presentó una inhibición máxima de casi uni5%.

Entre los escasos datos existentes en la bibliografíasobre el efecto del verapamil

sobre el intercambio Na+/Ca2*, los resultados obtenidos confirman su efecto inhibidor

en mitocondrias cardiacas (IC5o de 150 pM) (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 tarnbién mitocondrias cardiacas, no se observó efecto

del verapamil sobre dicho sistema de eflujo de Ca2* (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. [¡s

result¿dos obtenidos con mitocondrias adrenales (que corresponden a experimentos en

los que el nivel de captación de Ca2+ fue superior aJ707o del Ca2* añadido) estan en

concordancia con aquellos estudios en los que las mitocondrias acumularon casi todo

el Ca2* añadido (Vaghy y col. , 1982).
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Por lo tanto, los factores que influyen sobre la actividad del uniportador de Ca2*
(Harris, 1977; Allshire y Heffion, 1983) podrían ser la causa de las diferencias

observadas en relación a la acción de dichos fármacos (Buss y col., 1988) sobre el

eflujo del Ca2* acumulado, a través del intercambiador Na+/Ca2+.

r 0 0

50

(J

o ^

O s q
O O
c a

o ¡ R
3
o
U)

- 6  - 5  - 4

l og  Id i t t i ozem]  ( t ¡ )

- +  - 2

log  [ ve ropomi l ]  ( t , t )

FIGURA 17.- EFECTO DE DILTIAZEM Y VERAPAMIL SOBRE EL INTERCAMBIO Na+/Caz+.

FiguralTa.-L¿smitotoconclria-s(lmg/ml)seincubaronconelcli l t iazem(0,01-150 ¡tM)aZ5oC
durante 15 minutos en 0,6 ml de medio de ensayo. Tras la aclición de Caz* (50 ¡rM), las mitoconclrias

acumularon Ca2* durante 2 minutos y a los 2 minutos de bloqueo con RR 2 ¡tMtADP 16 ¡rM, se estimuló

el eflujo con Na* 20 mM/EDTA 0, I mM, midienclo el conteniclo en Ca2+ a los l0 minutos de estimular

el intercambio. I.os resultados corresponclen a 4 experimentos realiz¿clos por ctuplicaclo con cliferentes

lotes de mitocondrias.

Figura 17b .- Las mismas condiciones experimentales pero el fármaco utilizaclo fue verapamil

(0,5-1,5 mM). l-os resultados corresponden a la media de 3 experimentos realizaclos por duplicaclo

utilizando d i ferentes preparaciones mi tocondriales.

Los parámetros obtenidos a partir de las dos curvas se ctescriben en el texto y en la tabla 8.
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B) Derivados dihidropiridínicos.

Los resultados obtenidos del estudio del efecto de los bloqueadores del Caz+

pertenecientes al grupo de las DHP y no DHP, sobre el intercambio Na*/Caz*, quedan

reflejados en la tabla 8, en la que se muestran la potencia y eficacia de acción de los

mismos, obtenido tras el análisis 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*/Ca2+ mitocondrial, estuvieron comprendidas al igual que en tejido

cardiaco, en el orden ¡rM (Vaghy y col., 1982; Matlib y col., 1983; Buss y col., 1988),

concentraciones que fueron muy superiores a las necesarias para ejercer su acción a

nivel de la membrana plasmática (DePover y col., 1982).

Al representar los datos experimentales (figura 18), en porcentaje de eflujo de

Ca2* con respecto a la salida de Ca2* en ausencia de DHP, se observó que todas las

DHP en el intervalo de concentración utilizado, inhibieron el intercambio Na+/Ca2* de

forma dependiente de concentración, presentando un respuesta sigmoidea con pendientes

(h) superiores a la unidad (tabla 8) indicando una relación de cooperatividad positiva

entre el fármaco y Ia actividad del sistema de intercambio Na+/Ca2*. Sin embargo, no

todos los derivados DHP ejercieron su efecto inhibidor con la misma eficacia.

Como se observa en Ia figura 18a, entre las DHP estudiadas nitrendipina,

felodipina y PN 200-110, fueron prácticamente igual de potentes sobre el intercambio

Na*/Ca2*, apreciandose su efecto inhibidor a partir de concentraciones próximas a

1 ¡rM, con valores de IC5o muy próximos entre sí y alrededor de 10 ¡rM (tabla 8). A

pesar de presentar ICro semejantes (9,5; I 1,4 y I 1,9 ¡rM para nitrendipina, felodipina

y PN 200-110, respectivamente), las tres DHP reflejaron porcentajes máximos de

inhibición muy diferentes.
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TABLA 8.- EFEcro DE FARMACOS soBRE INTERCAMBIo Na*/caz*.

Fármaco ICro fuM) h % máxima inhibición n

DHP

nitrendipina 9,5 + l , l  1,7 + 0,3

PN 200-l l0

felodipina

nifedipina

nimodipina

cGP 28392

Bay K 8644 s.e- (75 ¡rM)
amlodipina

BTZ

diltiazem

DPA

verapamil

. s.e. (200 ¡rM)

l t ,g  +  2 ,8  0 ,9  +  0 ,3

l l ,4  +  2 ,5  1 ,0  +  0 ,3

49,8  +  1 ,6  4 ,0  +  0 ,4

34,9 x 0,2 l ,g + 0, I

s.e. (75 ¡rM)

lo ,9  +  1 ,2  1 ,2  +  0 ,1

560 + 20 2,4 + 0,2

44

J I

63

52

6 l

5

5

J

4

5

88

t )

[-as mitoconclrias (lmg/ml) se incubaron con los cliferentes fármacos clurante 15 minutos a25"C,

siguiendo el protocolo experimental clescrito en la sección cle Material y Métodos. Se miclió el conteniclo

en Caz* intramitoconclrial tras l0 minutos de estímulo con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM. h representa

Ia pendiente de las curvas de las figuras 2l y 22, y n el número cle experimentos realizaclos por

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

concentración indicada entre paréntesis.
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Entre las tres DHP mencionadas, felodipina fue la única que presentó potencia

y eficacia de acción paralelas, alcanzando una inhibición máxima del intercambio

Na*/Ca2* superior aI 60% (tabla 8), mientras que nitrendipina y PN 200-110, no

superaron el 50% de inhibición (44% y 3l% respectivamente), a pesar de que ambas

DHP fueron practicamente igual de potentes que felodipina inhibiendo el intercambio

Na*/Ca2*.

En la misma figura 18b se representa el efecto de nimodipina y nifedipina sobre

el intercambio Na+/Ca2*. 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 Ca2*.

Aunque nimodipina y nifedipina fueron menos potentes (con valores de IC5o de

34,9 y 49,8 ¡rM respectivamente) que las tres DHP anteriores, inhibieron el eflujo de

Ca2* 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

presentó efecto sobre el eflujo de Ca2* en el intervalo de concentración estudiado que

por ser dicha DHP soluble en agua, fue ampliado hasta 200 ¡rM. En cuanto a los

activadores de canales de calcio, Bay K 8644 y CGP 28392, no afectaron a la actividad

del intercambio Na+/Ca2* en un intervalo de concentración comprendido entre 0,1 y

75 ¡tM (tabla 8).

A partir de los resultados obtenidos, representados en la figura 19 y mostrados

en la tabla 8, el orden de potencia de acción de los fármacos estudiados queda reflejado

de la siguiente manera: nitrendipina : diltiazem : PN 200-110 : felodipina >

nimodipina > nifedipina ) veraparnil, mientras que la relación de los mismos en base

a la eficacia de acción sería: diltiazem > verapamil ) nimodipina : felodípina )

nifedipina ) nitrendipina ) PN 200-110.
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FIGTJRA I8.- EFECTO DE DERIVADOS DIHIDROPIRIDINICOS SOBRE EL INTERCAMBIO
Na*/Ca2+.

Figura l8a.- Se incubaron las mitocondrias (l mg/ml, votúmen final) clurante 15 minutos con

los distintos fármacos representados (0, l-100 ¡rM). Se siguió el mismo protocolo experimental ¿escrito

en la figura 17.

L,os parámetros obtenidos se muestran en la tabla 8 y se clescriben en el texto. El número de

experimentos realizados para cada DHP se indica en la tabla 8.
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FIGIIRA 18b.- EFECTO DE NIMODIPINA Y NIFEDIPINA SOBRE EL INTERCAMBIO Na*/Ca2*

Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas en la fi-sura l8a.

El estudio de la modulación del iriiercambio Na*/Ca2* en mitocondrias

adrenomedulares por fárn'racos bloqueantes del C**, confirmaron los datos existentes

en la bibliografía sobre la inhibición de dicho intercambio por derivados DHP en

mitocondrias cardiacas manteniendo además la relación observada en cuanto a la

potencia de acción de los fármacos estudiados (vaghy y col., 1982; Matlib y col.,

1983; Buss y col., 1988). Por el contrario, estudios recientes indicaron un efecto

estimulador de nitrendipina e inhibidor de Bay K 8644 sobre el intercambio Na"/Ca2*

basados en el efecto observado sobre la respiración mitocondrial y salida basal de Ca2*

(Baydoun y col., 1990).

Al igual que ocurría con el diltiazem y verapamil, los resul[ados obtenidos con

las distintas DHP utilizadas en este estudio, se aproximaron más a los valores de ICro

obtenidos en aquellos estudios, en los que las mitocondrias presentaron una actividad

del uniportador de Caz* elevada, acumulando casi todo el C** añadido (ICro: 7, 66 y

150 ¡rM para diltiazem, nifedipina y verapamil respectivamente) (Vaghy y col. , 1982).
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5.2.L-'Efecto de nitrendipina sobre el i¡rtercambio Na+/ca2*.

Estudios previos describieron un sitio de unión para DHp en mitocondrias
procedentes de médula adrenal (Ballesta y col., 1990), por otro lado, al estudiar la
modulación del intercambio Na+/Ca2* por los derivados DHp, nitrendipina fue uno de
los derivados DHP más potentes ejerciendo su efecto inhibidor sobre dicho sistema en
mitocondrias adrenomedulares. En base a estos datos, se caracterizó el efecto ejercido
por nitrendipina sobre la cinética del eflujo de Ca2*.

Para ello, se estudió la activiclad del intercambio Na*/Ca2* en presencia de
nitrendipina 2A pM. Tras preincubar las mitocondrias durante 15 minutos a 25oC en
presencia de nitrendipina, se adicionó al medio Ca2* 50 ¡rM. Las mitocondrias cap*ron
Ca2* durante 2 minutos, tras los cuales se bloqueó el uniportador de Ca2* con RR 2

¡rM/ADP 16 ¡rM. Se mantuvo bloqueado durante otros 2 minutos periodo tras el cual
se estimuló el eflujo de Ca2*. Se midió el Ca2* 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
Ca2* en presencia de nitrendipina 20 ¡rM se encontraba en fase lineal (resultados no
mostrados).

A partir de la representación directa de los resultados, se obtuvieron los
parámetros cinéticos del intercambio Na*/ca2*, Km : 5,7 + 0,6 ptM y
Vmax :2,9 + 0,1 nmoles de Ca2* min-rmg-r ( f igura l9a).

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 modificó la afinidad de dicho sistema por Na+ externo, sin afectar tampoco a la
relación hiperbólica con respecto al Na+ externo. Además las curvas obtenidas en
ambas condiciones presentjaron pendientes similares en presencia y ausencia de
nitrendipin& (n" : 1,5+0,2 y r,4*0,2 respectivamente) (figura l9a)-

Sin embargo, la presencia de nitrendipina en el medio si afectó de forma
considerable la Vmax del proceso, disminuyendo la Vmax a 2,9 nmoles de Ca2* min-r
mg-r desde valores próximos a 8 nmoles de Caz* min-tmg-r en condiciones control.
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Por otro lado, el análisis de los datos experirnentales mediante la representación

de Scatchard, confirmó que la presencia de nitrendipina no afectaba a la relación 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+/Ca2+, afectando tan

sólo la Vmax del intercambio sin modificar la Km (tabla 9).

Teniendo en cuenta además, la modillación del intercambio Na+/Ca2+ por parte

de los derivados DHP, y las diferencias observadas con respecto a la potencia y eñcacia

de acción de las mismas sobre dicho sistema, tan solo se podría especular sobre la

asociación del DHPr con el intercambio Na*/Ca2+, no pudiendose confirmar si se trata

de la misma entidad rnolecular o de diferentes entidades moleculares y sin precisar en

este último caso, si se trata de una asociación directa o indirecta con la proteína

transportadora responsable de dicho intercambio presente en la membrana mitocondrial

interna-

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

Na"/Caz*.

Km (mM) Vmax
(nmol Ca2* min-rmg-r)

nH

Control

Nitrendipina

4,2

5 ,7

7 ,8

2,9

1 , 4

r ,5

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

control y en presencia de nitrendipina 20 pM respectivamente.
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FIGIIRA 19.- EFECTO DE NITRENDIPINA soBRE EL INTERCAMBIO Na*/ca2*.

Se incubaron las mitocondrias (lmg/rnl, volúmen final) clurante 15 minutos en presencia de

nitrendipina 2O ¡tM. Se siguió el mismo protocolo experimental ctescrito en la figtrra ll.

Figura 19a.- Cinética del eflujo de Ca2+ estimulado por Na+ (3-75 mM)/EDTA 0,1 mM en

presencia ( Q ) y ausencia de nitrendipina 20 ¡rM ( | ).

Figura l9b.- Representación de Scatchard cle los datos experimentates representaclos en la

figura l9a.

Los parámetros obtenidos se describen en el texto. Los clatos corresponden a dos experimentos

independientes realizados por duplicado con diferentes preparaciones mitoconclriales.
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5.2.2.- Efecto de nitre¡rdipina sobre el efltr jo de Ca2* independiente de Na+.

Para realizar este estudio, la nitrendipina (5-30 ¡rM) se adicionó al medio de

ensayo seguidamente al bloqueo del uniportador de Ca2* con RR 2¡rMlADP 16 ¡rM. Se

estudió el eflujo basal de Cut* y el estinlulado por la adición de H+ al medio en

ausencia (control) y en presencia de nitrendipina. Se observó que tras l0 minutos de

bloqueo del uniportador de Ca2* en presencia de nitrendipina 5 ¡rM, permanecía

acumulado en la mitocondria aproximadamente un 94% con respecto al control, al igual

que con la máxima concentración de nitrendipina utilizada (95,5Vo).

Por otro lado, la presencia de nitrendipina tampoco alteró el contenido de Ca2*

intramitocondrial tras la adición de H* al ¡nedio. Tanto en presencia de nitrendipina 5 -

30 ¡rM, el nivel de Ca2+ retenido fue de un 98% con respecto al Ca2* intramitocondrial

en ausencia de nitrendipina (resultados no mostrados).

Por tanto, nitrendipina (5-30 ¡rM) carecía de efecto tanto sobre el eflujo basal

de Ca2* (pH7,2) como sobre el eflujo de Ca2* independiente de Na+, estimulado por

la adición de CIH 0,1 M al niedio de ensayo (pH 6,7), confirmando el efecto

específico de los derivados DHP sobre el intercambio Na*/Ca2*.
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6.- RESPIRACION I\{ITOCONDRIAL.

La integridad funcional de las mitocondrias viene determinada generalmente por

el índice de control respiratorio (ICR), estimulando con ADP el paso del estado 4 al

estado 3 o activo de la respiración mitocondrial, sin embargo, al igual que ocurre en

la caracterización de los movimientos de Ca2* mitocondriales, el medio de ensayo

utilizado puede influir sobre los valores de ICR (Harris y Heffron, lg}z).

Las condiciones experimentales elegidas para medir el consumo de O, fueron las

mismas que se utilizaron para realizar el estudio sobre los movimientos de Ca2*

mitocondriales, salvo las siguientes excepciones: se excluyó el ADP del medio de

ensayo y la temperatura fue de 37oC ya que controles previos demostraron una

respuesta mayor que a 25oC (resultados no mostrados).

Como se observa en la figura20a, el consumo de O, comenzó tras la adición del

sustrato de la cadena de transporte electrónico, obteniendo una velocidad respiratoria

de15,7 nmoles de O, min-r mg-t, que fue ligeramente incrementada tras la.adición de

ADP/Mg2+ 0,4 mM al medio (26,3 nmoles de o, min-t mg-t), de forma que el valor de

ICR (1,8) calculado a partir de los resultados obtenidos, fue inferior al valor mínimo

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 riñón ó hígado (Tager y col., 1983; Hirsch y col., 1988).

En estudios previos, se describió la existencia de competitividad entre el Ca2*

y el ADP en estimular la respiración mitocondrial (Bygrave, 1978). Se realizó por

tanto, el mismo protocolo experimental pero en presencia de EDTA 0,1 mM (figura

20b) con el fin de deterninar si Ia presencia de Ca2* en el medio de ensavo fue la causa

de los resultados obtenidos-

Se observó una disminución en el consumo de O, en el estado 4 (7-10 nmoles

de O, min-t mg-t), sin embargo, la presencia de EDTA no interferió sobre la velocidad

de consumo de o, después de Ia adición de ADP/Mg'* (24,2 nmoles de o, min-t mg-r),

obteniendo un ICR (2,2) prácticamente idéntico al obtenido en ausencia de EDTA.

t11
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FIGURA 20.- RESPIRACION MITOCONDRIAL.

[-as mitocondrias (M) (4 mg) se incubaron a37"C con 4 m] de medio de ensayo suplementado

con rotenona 4 pM, PO4H2K 0,2 mM y acetato l0 mM. El estado 4 de la respiración mitocondrial fue

inducido con la adición al medio de succinato (s) 5 mM.

l-as adiciones de ADP/Mf* 0,4 mM y atractilósido (A) 60 ¡rM, se realizaron conforme se

estabiliz¡ba el registro. La adición de EDTA (0,1 mM) se realizó tras la adición de las mitocondrias y

antes de comenzar la respiración mitocondrial. Los números representan la velocidad de consumo de Ot

en nmoles min-t mg-t.
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El valor de ICR obtenido parecía estar influido por la velocidad de consumo de

O, obtenida en el estado 3 de la respiración mitocondrial, por lo que se hipotetizó sobre

la alteración de la actividad del transportador de nucleótidos durante el procedimiento

de aislamiento o por el medio de ensayo utilizado.

Para ello, una vez estabilizado el registro tras la adición de ADP/Mg'*, se

adicionó al medio atractilósido 60 ¡rM, observando una disminución en la velocidad

respiratoria tanto en ausencia como en presencia de EDTA. Además, como se puede

apreciar en la figura 2Aa, una adición de ADP posterior a la de atractilosido, no supuso

aumento de la velocidad ya que el transportador de nucleótidos había quedado

bloqueado, sugiriendo que dicha proteína transportadora no había sido alterada.

Estudios previos demostraron que tanto el el protocolo utilizado para la

homogenización del tejido como el medio de ensayo utilizado influían 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 homogenización

del tejido con polytron y utilizando un medio ensayo de sacarosa/EDTA (Harris y

Heffron, 1982). El estudio de Ia respiración mitocondrial permitió comprobar que el

método empleado para el aislamiento de las mitocondrias no perjudicó ni la integridad

estructural ni funcional de las rnitocondrias, manteniendo la viabilidad de las mismas

incluso transcurridas 7-10 horas de su aislamiento, hecho que se confirmó con los

resultados obtenidos en el estudio de los movimientos de Ca2* -

6.T- EFECTO DE LOS MOVIMIENTOS CA2* SOBRE LA RESPIRACION

MITOCONDRIAL.

La captación de Cat* y la fosforilación oxidativa son procesos alternativos en

la utilización de la energía de respiración, de forma que, en presencia de Ca2* y ADp,

el Ca2* estimula con prioridad Ia respiración mitocondrial, no siendo modulada por

ADP, ni éste fosforilado a ATP, hasta que dicho catión no ha sido acumulado (Rossi

y Lehninger,1964).
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Por lo tanto, paralelarnente al estudio de los movimientos de Ca2*, se reaiizaron

medidas de consumo de Or, siguiendo el mismo protocolo experimental que el utilizaclo

para estudiar la captación y eflujo de Ca2*.

Como se observa en la figura 21, utilizando succinato como sustrato oxidable

en presencia de rotenona, la adición de Ca2* 50 ¡rM estimuló la velocidad de

respiración, dicho estímulo cesó tras el bloqueo del influjo de Ca2* con rojo rutenio,

volviendo al nivel del estado 4 de la respiración mitocondrial.

Siguiendo el protocolo experimental de movimientos de Ca2*, se pudo observar
que al estimular el eflujo de Ca2* con Na* 20 mM/EDTA 0,1 mM, la velocidad de

consumo de O, se mantenía durante los primeros minutos (9,8 nmoles de O, min-r

mg-r), aumentando de forma no significativa en la fase final (15 nmoles de O, min-r

mg-t). Debido a la presencia de rojo rutenio en el medio se evitó la recaptación del Ca2*
y estimulación contínua de la respiración 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 Caz*.

Al igual que ocurría en mitocondrias de hígado (Murphy y col., 1990), la

adición de Ca2* estimuló la respiración mitocondrial (desd e 12,l + 1,8 nmoles O, min-r

mg-r en el estado 4, hasta 21 * 4 nmoles 02 min-r mg-t). Una vez bloqueado el

uniportador de Ca2*, la respiración mitocondrial volvió al estado 4 (10 * 2 nmoles

o, min-r mg-r), manteniendose tras estimular el intercambio Na*/c** (r2,2 + 2,5

nmoles 02 min-r mg-'). Estos datos fueron analizados mediante el test modificado de la

t de student, observando que la velocidad de consumo de 02 estimulada por Ca2*, fue

significatívamente diferente de la velocidad respiratoria en el estad o 4 y de la obtenida

tras la adición de RR y Na+/EDTA (P < 0,01), demostrando que el ciclo del Ca2*

mitocondrial implica un consumo de energía, dando lugar al desacoplamiento entre la

cadena de transporte electrónico y la fosforilación oxidativa, como fue establecido

anteriormente para mitocondrias cardiacas (crompton y col. , r976a)-
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FIGURA 2I.- MODULACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL.

Figura 2la.- Efbcto de los movimientos de Ca2* sobre la respiración mitocondrial-

Se siguió el mismo protocolo que el descrito en la figura 21. Tras comenzar la respiración

m.itocondrial con la adición de succinato (S) 5 mM, las adici<¡nes siguientes ñ:eron Ca2* 50 ¡rM, rojo

rutenio (RR) 2 ¡rM y Na+ 20 mM/EDTA 0,1 rnM.

Figura 2lb.- Efecto de nitréndipina sobre la respiración mitocondraial. l-as mitocondrias (4mg)

se incubaron durante 15 minutos a 37oC con nitrendipina 20 ¡¿M (Nit). Seguidamente se estimuló la

cadena de transporte electrónico con succinato 5 mM siguien<I<l el mismo protocolo experimental descrito.

Los números representan Ia velocidad de consunro de O, en nmoles m.in-l mg-l.

a

a a

Na/  EDTA

Nt /EDTA

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

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



Resultados y discusión 116

TABLA IO.- RESUMEN DEL EFECTO

RESPIRACION MITOCONDRIAL.

DE LOS MOVIMIENTOS Ca2* SOBRE LA

ADICION Velocidad de consumo de O,
(nmoles de O, min-' mg-t)

Succinato

Ca2*

Rojo rutenio

Na*/EDTA

1 2 , 1  t  l , g

2r  x4
lo+2

12,2 + 2,5

8 (*)

6 (*X**)

6 (xx**)

Las mitocondrias (4mg/4 ml, volumen final) se incubaron a 37oC en tampón ¿e ensayo

suplementado con rotenona4 y"M, PO4H'K 0,2 mM y Acetato l0 mM. A continuaciónse añadió

al medio succinato 5 mM. l-as adiciones posteriores, rJescritas en Ia tabla, se realizaron conforme

se estabilizaba el registro de consumo de Or, tal y como se describe en Ia sección de Material

y Métodos. El número de experimentos realizados con cliferentes preparaciones cle mitoconctrias

se determina como n.

I-as pendientes de consumo de oxígeno obtenidas tras la adición cle los diferentes

sustratos, fueron comparadas mediante el test modificado de la t de student, ((*): p < 0,01

estadísticamente diferentes con respecto al consumo cle O, en presencia cle Ca2*; (**): no son

estadísticamente diferentes entre s0.
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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 nitrendipina20 ¡tM durante 15 minutos a

37oC, se pudo comprobar que dicha DHP no afectó al estado 4 de la respiración

mitocondrial, ni al estírnulo de la misma producido por ca2* (figura2lb).

La falta de efecto de nitrendipina sobre el estado 4 de la respiración mitocondrial

contrastó con los estudios realizados con mitocondrias cardiacas, en los que nitrendipina

incrementó la velocidad de consumo de O, en el estado 4y la disminuyó ligeramente

en el estado 3 (Baydoun y col., l99l). Los resultados de este grupo fueron obtenidos

con concentraciones de nitrendipina superiores a 100 pM y utilizando glutamato y

malato como sustratos de la cadena de transporte electrónico, mientras que en los

estudios realizados con mitocondrias adrenomedulares, dicha concentración 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*/Ca2*,

se podría sugerir que nitrendipina regula de forma indirecta Ia respiración mitocondrial,

evitando ante una situación de estrés, el reciclaje del Ca2* mitocondrial y de esta fonna

el estímulo contínuo de la cadena de transporte electrónico y desacoplamiento de la

fosforilación oxidativa, que daría lugar a una dernanda energética perjudicial para la

célula.

ttl
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7.- ESTUDTOS DE FTJACTON DE rHlNrTRENDrprNA.

Los estudios de fijación de [3H]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 identihcación y

caracterización de un sitio de unión para nitrendipina en estas organelas. Estos sitios

fueron definidos en las condiciones óptimas de fijación, como sitios de uñión de baja

afinidad y alta capacidad.

Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de los estudios funcionales

mostraron diferencias significativas entre la concentración que define la potencia de

acción de la nitrendipina sobre el intercambio Na+/Ca2* mitocondrial (ICro = 9,2 ¡tM),
y la concentración que define la afrnidad de la unión de [3H]nitrendipina al DHPr de

membrana mitocondrial interna (Kd : 252 nM) (Ballesta y col., 1990), por lo que se

planteó el estudio de la fijación de dicho radioligando utilizando mitocondrias intactas

y el tampón de captación utilizado para estudiar los movimientos de ca2+.

7.1.- ESTLTDIOS EN EL EQUILIBRTO.

Las mitocondrias (0,1 rng/1 ml; volumen final), se incubaron a 25oC junto con

[3H]nitrendipina (4nM) en presencia de un amplio intervalo de concentración de

nitrendipina no marcada (0,025-100 ¡rM), durante una hora, período en el que

previamente se determinó que la unión se encontraba en el equilibrio (resultados no

mostrados).

A partir de un experimento control realizado por duplicado se obtuvieron los

parámetros de fijación, Kd : 4r4 nM y la Bmax de 1,9 pmol mg-t proteína (tabla I l).

Al comparar con los valores descritos en membranas mitocondriales del mismo

tejido, se comprobó que en estas condiciones experimentales, la Kd obtenida era del

mismo orden (Kd : 252 nM) mientras que Ia densidad de estos sitios de fijación

disminuía considerablemente (Bmax :169 prnol mg-r proteína) (Ballesta y col., 1990).

l i 9
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TABLA l l . -  PARAMETROS DE FTJACION DE [3H]NITRENDIPTNA.

Kd
(nM)

Brnax
(pmol/mg prot)

Membrana mitocondrial

Mitocondria intacta

254 nM

4 1 4  n M

t 6

1 , 9

Tanto membranas mitocondriales como mitocondria-s intactas (0,1 mg/ml, volumen

final), se incubaron a 25oC <lurante I hora con [3H]nitrenctipina (a nM) y nitrenclipina no
marcarfa (25 nM-l}?pM), sigtriendo el protocoto experimental clescrito en la sección <Je Material
y Métodos. Los resultados corresponclen a I experimento realizacto por triplica<.1o.

Por motivo de comparación, se realizó 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 mantenía (254 nM) mientras
que la densidad de sitios de fijación (16 pmol mg-r proteína) coincidió con la Bmax
definida al eliminar el ClNa 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, Ia disminución en Ia densidad de sitios receprores
observada en nuestras condiciones experimenüales, podría ser debido a la baja fuerza
iónica del medio de ensayo utilizado. El ClNa podría influir sobre la accesibilidad del
receptor, modificando ial vez directamente la conformación de la entidad molecular
responsable de la unión, o quizás por medio de la modificación de proteínas perifericas
al sitio receptor de forma que éste quedase más accesible.
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7.2.. DESPLAZAMIENTO DE [3H]NITRENDIPTNA POR NITRENDIPINA NO
MARCADA.

A pesar de que la afinidad de [3Hlnitrendipina por su sitio de unión no se

modificaba con el medio de ensayo utilizado, se mantenian las diferencias observadas

entre la Kd (en el orden nI4) y la concentración necesaria para observar su efecto (en

el orden ¡rM) sobre el eflujo de Ca2* estirnulado por Na*. Teniendo en cuenta la

diferencia con respecto a la concentración de proteina utilizada en los experimentos

funcionales y de fijación de radioligandos, se realizó el desplazamiento de

[3Hlnitrendipina (4 nM) por nitrendipina no n"rarcada utilizando un intervalo de proteína

comprendido entre 0,1 y I mg/ml de volumen flnal.

Al aumentar la concentración de proteina en el ensayo hasta lmg/ml, y

manteniendo consüantes el resto de condiciones experimenlales, se observó cómo la Kd

aumentaba de forma lineal (f >0,96) al aumentar la concentración de proteína (figura

22), alcanzando valores próximos a 3 ¡rM.

Así pues, para definir Ios parárnetros de fijación de [3H]nitrendipina en

mitocondrias intactas, se mantuvieron todas las condiciones experimentales empleadas

en el estudio de los movimientos de Ca'* , incluyendo la concentración de proteína de

1 mg/ml de volumen final, con el fin de no variar ningún factor con respecto a estos

estudios.

Los parárnetros de unión de nitrendipina a mitocondrias intactas, fueron

determinados mediante experimentos de desplazamiento de [3H]nitrendipina (4nM) por

el mismo ligando no marcado, utilizando un intervalo de concentración comprendido

entre 0,05 y 50 ¡rM. Como se observa en la figura23, a partir del ajuste de los datos

experimentales mediante curvas dosis respuesta, tomando como fijación inespecífica la

obtenida con nitrendipina 50 ¡rM, se calcularon tanto la densidad de sitios de unión

(Bmax : 6,02 + 0,40 prnol mg-' proteína) como la afinidad de la unión, con una

Kd : 2,9 + 0,2 ¡tM. A partir de estos resultados, se observó que en relación a la

densidad de sitios de unión, el incremento en la concentración de proteína no aumentó
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de forma proporcional el valor de la Bmax. Ante estos resultados surgió la posibilidad

de que Al vez la concentración de proteínas empleada en el ensayo incluyese proteínas

constituyentes de la matriz mitocondrial subestimando la concentración real de proteínas

de membrana y de esta forma se infravalorase la densidad de receptores localizados en

la membrana mitocondrial interna (Zernig y Glossnrann, 1988; Ballesta y col., 1990).

o . o  0 - 5  1  . 0

IPro te ino l  @s/m|

FIGURA 22.- RELACION ENTRE LA Kd Y LA CONCENTRACION DE PROTEINA
MITOCONDRIAL.

I-as mitocondrias intactas (0,1-l mg/ml) se incubaron con [3H]nitrendipina (a nM) en presencia

de nitrendipina no marcada (25 nM-100 ¡rM) durante I hora a 25oC en tampón de captación. Se

representa la linealidad (f>0,96) de la relación entre la concentración cle proteína y la constante <te

disociación obtenida a diferentes concentraciones cle proteina

I-os datos son la media de tres experimentos realizaclos por duplicaclo con diferentes

preparaciones de mitocondrias.
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FIGURA 23- DESPLAZAMIENTO DE LA FIJACION DE PH]NITRENDIPINA POR NITRENDIPINA
NO MARCADA.

Se incubaron a 25oC las .mitocondrias intactas (l mg/ml, volúmen final) en presencia de

diferentes concentraciones de nitrendipina no marcada (0,5-50 ¡¿M) y fH]nitrendipina (4 nM) durante I

hora. Transcurrido el tiempo de incubación, se determinó la fijación específica como se describe en la

sección de Material y Métodos. Los pariímetros obtenidos, se describen en el texto. l-a fijación

inespecífica se definió en presencia de nitrendipina 50 ¡rM.

l-os 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 fTINITRENDTpTNA A i\rrToCoNDRrAS
INTACTAS.

El estudio de la modulación de la fi jación de [3H]nitrendipina a mitocondrias

intactas se reaiizó en las condiciones descritas anteriormente, nrediante experimentos

de desplazamiento de la frjación de dicho radioligando por derivados DHP, así como

dilt iazem, verapamil, N,N'-diciclohexilcarbodiiniicta (DCCD) y nucleótidos de adenina.

Para ello, las mitocondrias (1mg/ml) se incubaron durante t hora a25oC en presencia

de [3H]nitrendipina (a nM) en presencia de los distintos derivados utilizados, que fueron

los mismos que se emplearon para estudiar la modulación de los movimientos de Ca2*.

7 .3.1.- Derivados dihidropiridínicos.

En la figura24, en la que se representa Ia frjación específica de [3H]nitrendipina,
en porcentaje de fijación específica, frente al logaritrno de la concentración de los

fármacos empleados, se observa que las cuatro DHP utilizadas desplazaron la unión de

[3H]nitrendipina, siendo PN 200-110 y nimodipina las mas potentes con valores de K,

de 14 y 15 ¡rM respectivamente, inhibiendo la fijación de [3H]nitrendipina hasta un

90Vo.

Al comparar con los datos existentes sobre el efecto inhibidor de PN 200-110

y nimodipina en mitocondrias cardiacas, ambas DHP fueron también las más porentes,

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-l10, presentando constantes

de inhibición (K) de 19 y 20 ¡tM respectivamente, siendo nifedipina Ia menos eficaz

inhibiendo la fijación de [3H]nitrendipina (un 66% frente a un 8A% de inhibición de

felodipina).
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FIGI.JRA 24.- INHIBICION DE LA FIJACION DE TH]NITRENDIPINA A MITOCONDRIAS
INTACTAS POR DERIVADOS DIHIDROPIRIDINICOS.

l-as mitocondrias (l mg/rnl, volúmen final) se incubaron a25oC durante I hora, en presencia

de los diferentes fármacos DHP (0,5-100 ¡rM) y []Hlnitrendipina (4 nM). Se definió la fijación

inespecíñca en presencia de nitrendipina2O ¡tM.

[¿s condiciones de ensayo y protocolo experimental se describen en la sección de Material y

Métodos. Los parámetros obtenidos se muestran en la tabla 12, así como el número de experimentos

realizados.
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Como se observa en la figura 24, si se compara con el clesplazamiento de

[3H]nitrendipina por el mismo ligando no marcaclo (figura 23) se puede apreciar cómo

Ias cuatro DHP desplazaron la f,rjación específica de [3H]nitrenclipina hacia la derecha,

y como se muestra en la tabla 12, las pendientes (h) de las 4 curvas representadas

fueron superiores a la unidad, oscilanclo los valores entre 1,5 y 2,9 reflejando una
relación de cooperatividad positiva en la unión del ligando.

Los resultados de estudios previos realizados con membranas rnitocondriales

cardiacas, demostraron un efecto inhibidor de los derivaclos DHP sobre la fijación de

[3H]nitrendipina al DHPr mitocondrial, presentando tanbién valores de h superiores a
la unidad, excepto para los isómeros de PN 200-110 (Zernig y Clossmann, 1988). En

concordancia con los estudios anteriores, los derivados DHP estudiados fueron los
únicos que inhibieron la fijación [3H]nitrendipina al DHPr mitocondrial en mitocondrias

inlacüas, tal y como se aprecia en la tabla 12. Sin embargo, no todos los derivados DHp

tuvieron efecto sobre la fijación de [3H]nitrendipina, CGP 28392 y amlodipina fueron

los únicos que no desplazaron la unión de [3H]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 [3H]nitrendipina, aunque los valores de K, en los dos tipos de
preparaciones difieren en 3 órdenes de magnitud.

Sin embargo, recientemente ha sido descrita la inhibición de la fijación de

[3H]nitrendipina en mitocondrias intactas procedentes de tejido cardiaco, en condiciones

experimentales que favorecen el hinchamiento mitocondrial (Zernig y col., 1990),

aproximándose en este caso los valores de K, (en el orden ¡rM) de las DHp, a los

obtenidos en esta memoria. Además, los valores de K, de las DHP se correlacionaron

con los de sus ICro sobre el canal aniónico de membrana mitocondrial interna (IMAC).
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TABLA 12.- INHTBICTON DE LA FTJACION DE I3H]NTTRENDTPINA

Fánnaco K, (¡rM) inhibición máxima (%) h n

nitrendipina

PN 200-I l0

nimodipina

felodipina

nifedipina

cGP 28392

amlodipina

dilt iazem

verapamil

2,9 x 4,2

r4 ,0  t  0 ,8

15,4 X 2,8

1 8 , 5  t  r , l

20,2 + 1,6

s .e . (100 ¡ rM)

s.e.(200 ¡rM)

s.e.(100 ¡rM)

s .e . (1 ,5  mM)

90

90

80

66

l , l f 0 6  4

1 , 8  +  0 , 2  4

1 ,5  t  0 ,3  3

1 , 6 + 0 ,  I  3

2 ,9  x  0 ,1  3

Las mitocondrias (lmg/ml, volúmen final) se incubaron a25oC durante 15 minutos en

presencia de los f¿ir¡nacos (0,01-100¡rM) indicados en la tabla. Se acJicionóat medio Ca2* 50

¡"tM. El periodo cle captaci<'rn de Ca?* fue de 2 minutos. Tras 2 lninutos de bloqueo del

uniportador de Ca2*, se estimuló el eflujo con Na* 20 nM/EDTA 0,1 mM. Se miclió el Ca2*

intramitocondrial a los l0 minutos de estímulo de la forma clescrita en Material y Métoclos.

h representa las pendientes obtenidas tras realizar el ajuste de los datos experimentates

según se describe en la sección de Material y Métodos; n representa el número de experimentos

realizados por duplicado con diferentes preparaciones mitocondriales.

s.e. corrcsponcJe a la ause¡rcia de efecto del fánnaco a la mayor concentración utilizada,

indicada entre paréntesis.
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7 .3.2.- Otros derivados.

Entre los bloqueantes del calcio no DHP, se observó que el verapantil carece de
efecto sobre la fijación de [3H]nitrenclipina, incluso a concentraciones superiores a
1 mM (tabla 12). El tiempo de incubación utilizaclo para realizar el desplazamiento de
la fijación de [3H]nitrendipina por veraparnil en mitoconclrias intactas, fue de t hora,
mientras que en el caso de menlbranas mitocondriales, fi¡e necesario incubar dr¡rante
150 minutos aunque la concentración 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 frjación de [3H]nitrendipina a me¡nbranas proceclentes de tejido cardiaco son
contradictorios. Por un lado se sugirió que el verapamil carecía de efecto sobre la
frjación (Brush y col., 1987) mientras que por otro lado, nlediante experimentos de
desplazamiento de la fijación de [3H]nitrendipina, se observó un efecto inhibidor mucho
menos potente qr.re los derivados DHP, con valores de IC.r,, próximos a 100 pM (Zernig
y Glossmann, 1988). Con respecto a membranas nlitocondriales de médula adrenal
bovina, fue demostrado que en las condiciones óptimas para deflnir los parámetros de
frjación de [3H]nitrendipina, el verapamil regulaba de forma alostérica Ia fijación de

[3H]nitrendipina, reduciendo la afinidad de nitrendipina por el DHpr sin afectar la Bmax
(Ballesta y col., 1990).

Así pues, parece que el tampón, sustratos empleados, pH y fuerza iónica del
medio, influyen sobre la modulación que ejerce el verapamil sobre la fijación de

[3H]nitrendipina en mitocondrias intactas. Sin embargo, en cuanto a su efecto funcional
sobre los movimientos de Caz* ,los resultados obtenidos estan en concordancia con los
datos existentes, afectando el intercambio Na*/Ca2* a concentraciones superiores a 100

¡rM (Vaghy y col., 1982).

En cuanto a la ausencia de efecto del diltiazem (tabla l2), los resuliados
obtenidos con mitocondrias intactas coincidieron con los datos existentes sobre el
desplazamiento de la fijación de [3H]nitrendipina en rnernbranas rnitocondriales (Brush
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y col. , 1987; Zernig y Glossrnann, 1988; Ballesta y col., 1990), en los que se describió

la carencia de efecto de diltiazem sobre la hjación de [3H]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 rnás potentes sobre el intercambio

Na*/Ca2* mitocondrial, no descartándose por tanto, una posible asociación con el DHpr

mitocondrial que a su vez, esté asociado con la proteína responsable del intercambio

Na*/Ca2*.

Al realizar los experirnentos de desplazamiento de [3H]nitrendipina en presencia

de nucleótidos de adenina, ADP y ATP, niguno de los dos, en el amplio intervalo de

concentración uti l izado (0,1¡rM-10 niM), desplazó la unión de [3H]nitrendipinaen las

condiciones experimentales utilizadas, mientras que en membranas mitocondriales

cardiacas fue descrito la modulación alostérica por parte de los nucleótidos de adenina,

utilizando en este caso las condiciones óptirnas para la fijación de [3H]nitrendipina
(Zernig y col., 1988). Este hecho hizo sospechar en un principio a los autores sobre la

asociación de este receptor de baja afinidad con Ia proteína translocadora de nucleótidos

de adenina, siendo rechazada por los mismos autores .

En nuestras condiciones experimentales, los nucleótidos de adenina en el

intervalo de concentración estudiado carecen de efecto sobre la f,rjación de

[3HJnitrendipina a mitocondrias intactas, sin embargo desde el punto de vista funcional

sí ejercen un efecto modulador, aunque indirecto, sobre el intercambio Na*/Ca2*. Así

pues, parece razonable pensar que el DHPr mitocondrial de médula adrenal, al iguai

que en mitocondrias cardiacas, tampoco esté asociado con la proteína translocadora de

nucleótidos.

Posteriormente, se relacionó el DHPr con el canal aniónico de menrbrana

mitocondrial interna (IMAC), al observar que, en condiciones en las que se induce el

hinchamiento ¡tlitocondrial, éste era inhibido por derivados DHP (Zernigy col., 1990).

Al estudiar el efecto de DCCD sobre la fijación de [3H]nitrendipina en mitocondrias

adrenales, se comprobó la ausencia de efecto de DCCD, un inhibidor del IMAC (Beavis

y Garlid, 1988), en un arlplio intervalo de concentración (5 nM - 100 ¡rM). El efecto
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inhibidor de las DHP sobre el hinchamiento mitocondrial, sólo ha sido observaclo en
presencia de aniones permeantes a través del IMAC, pero no cuando utilizaban pi. En
el medio de ensayo utilizaclo para estudiar, tanto los flujos cle Ca2* rnitocondriales como
los estudios de fijación de radioligandos, estuvo sienipre presente pi0,2 mM por lo
que, posiblemente debido a las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo,
el DHPr no presente asociación con el IMAC.

7.4.- COMPARACION ENTRE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES Y DE FIJACION DE
fr¡NlrnrNDrprNA.

No se puede realizar una buena correlación de los resultados obtenidos, tanto
funcionales como de fijación de radioligandos, con mitocondrias de médula adrenal
bovina, debido a la escasez de fármacos DHP disponibles. Sin enlbargo sí se podría
hacer una correlación aproximada entre los efectos de los derivados DHp a nivel
funcional y a nivel de f,rjación, a partir de los datos mostrados en la tabla 13, en la que
se resume el efecto de los fármacos y otros derivados ernpleados sobre el intercambio
Na*/Ca2* y sobre la fijación de [3H¡nitrendipina.

Con respecto a los derivados DHP, las DHP que no presentan efecto sobre el
eflujo de Ca2* (amlodipina, CGP 28392, Bay K 8644), no inhibieron la frjación de
nitrendipina al DHPr mitocondrial en el mismo intervalo de concentraciones utilizado
para ambos tipos de estudios.

En cuanto a las demás DHP utilizadas, se puede observar que las más potentes
inhibiendo el flujo de Ca2+ a través del intercambio Na*/Ca'*, fueron también las más
potentes en inhibir la fijación de [3H]nitrendipina al receptor DHp mitocondrial,
utilizando en ambos tipos de experirnentos, las condiciones idóneas para nrantener la
integridad funcional y estructural de las mitocondrias.
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Resultados y discusión

TABLA 13.- RESUMEN DEL EFECTO DE FARMACOS EN ESTUDIOS FUNCIONALES

Y DE FIJACION DE RADIOLIGANDOS EN MITOCONDRIAS INTACTAS.

FARN{ACO ICro

131

Kf

nitrendipina

PN 200-1 t0

nimodipina

felodipina

nifedipina

cGP 28392

Bay K 8644

arrlodipina

dilt iazem

verapanril

OTROS:

ATP

ADP

DCCD

9 , 5  f  l , l

l l ,9  t  2 ,8

34,9 + 0,2

l l ,4  +  0 ,2

49,8  +  1 ,6

s.e. (75pM)

s.e. (75¡rM)

s.e. (200¡rM)

l l  +  I

560 + 20

2 rnM

2,9  +  0 ,2

1 4  +  0 , 8

15,4  +  2 ,8

1 8 , 5  +  l , l

20,2 + 1,6

s.e. ( l00pM)

s.e- (200¡rM)

s.e. (100¡rM)

s.e. (2mM)

(10 mM)

(10 mM)

(100¡rM)

s.e.

s.e.

Tanto la potencia de efecto de los fármacos sobre el intercarnbio Na*/Ca2+ (lCro), como

Ias consta¡rtes de i¡rhibición (K,) cle los ¡nis¡nos sobre la fi jación de [3H]nitrenclipina estan

expre.sadas en pM.

s.e. corresponde a la ausencia de efecto clel fár¡naco a la concentración inclicada en el

estudio correspondiente.
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Resultados y discrrsión

Así pues, dado que de todas las nioléculas utilizadas en los estudios de fijación

de radioligandos, lan solo los derivados DHP tuvieron efecto sobre la unión de

[3H]nitrendipina a su receptor mitocondrial, parece razonable sugerir que la fijación de

los mismos esüí asociado con su efecto sobre el eflujo de Ca2* estimulado por Na*.

Adicionalmente, se observó que en ausencia de ClNa no se modificaba la

afinidad del DHPr, mientras que la Bmax disminuía, liecho que hizo sugerir que el

ClNa ejerciese algún efecto sobre la accesibilidad de las DHP al receptor. Este hecho

podría explicar además, la diferencia observada sobre la potencia y efircacia de acción

que los derivados DHP mostraron sobre el intercalnbio Na*/Ca2*.

Por otro lado, la ausencia de competitividad entre nitrendipina y Na*

comprobada tanto en estudios funcionales como de frjación de radioligandos, y el hecho

de que la presencia de nitrendipina no modificase la relación de cooperatividad positiva

del Na+ por su unión al intercambiador Na*/Ca2*, podrían sugerir que la relación

existente entre la unión de DHP al DHPr y el intercarnbiador Na*/Caz*, fuese una

modulación alostérica del mismo, actuando sobre la misrna entidad responsable del

intercambio, a través de un sitio diferente al sitio de unión del Na+, o bien, sobre

alguno de los sistemas de intercambio existentes en la membrana mitocondrial interna

que estaría asociado al intercambiador Na*/Ca2*.

A través del papel modulador de nitrendipina sobre el intercambio Na*/Ca2*,

se podría sugerir un papel de nilrendipina sotrre el rletabolismo celular, ya que ante un

elevado aumento de Ca2* en el citosol, en presencia de nitrendipina se evitaría la

estimulación contínua de la respiración mitocondrial y consecuentemente, la demanda

energética celular.
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CONCLUSIONES
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Conclusiones

l.- Se han caracterizado las condiciones idóneas para el estudio de los

movimientos de Cu'* y respiración en mitocondrias procedentes de médula adrenal

bovina. Este proceso se ha llevado a cabo utilizando un tampón isoosmótico

suplementado con sustratos tales como succinato, rotenona, PO4H2K, ADP y acetato

poüísico.

2.- En estas condiciones experimentales se ha caracterizado la actividad del

uniportador de Ca2* mitocondrial. Los parámetros cinéticos obtenidos son

Km : 20,9 + 3,2 ¡tM y Vmax : 148,1 + 7,2 nmoles de Ca2* mg-rmin-t.

3.- El sistema de eflujo predominante en mitocondrias adreno¡nedulares es el

intercambio Na+/Ca2+. Los parárnetros cinéticos que definen dicho sistema de eflujo

de Ca2* son Km : 4,2 + 0,5 mM y Vrnax : 8,5 10,4 nmoles de Ca2* mg-r min-t.

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

DHP, afectan a la actividad del uniportador de Ca2+ mitocondrial.

5.- El diltiazem, verapamil, y la rnayoría de los derivados DHP utilizados,

ejercen un efecto inhibidor sobre el intercambio Na+/Ca2+ mitocondrial. l-a,

nitrendipina, inhibe la actividad del intercambio Na*/Ca2* mitocondrial de forma no

competitiva, afectando tan solo a la Vnlax del intercambio sin modificar la afinidad de

dicho sistema por el Na*.

6.- Los estudios de fijación de [3H]nitrendipina en mitocondrias intactas

proporcionaron una Kd de 2,9 + 0,2 ¡tM y una Bmax de 6,02 + 0,40 pmol mg-r de

proteína. La fijación de [3H]nitrendipina a mitocondrias intactas, sólo fue afectada por

derivados DHP.
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Conclusiones

7.- Los derivados DHP que ejercen efecto sobre la actividad del intercambio
Na*/Ca2n, modulan la fijación de [3H]nitrendipina. Esta relación sugiere una asociación
entre la unión de los derivados DHP al receptor de baja afinidad, con su efecto sobre
el intercambio Na*/Ca2* mitocondrial, sin precisar si dicho sitio de unión se localiza
sobre la misma entidad molecular responsable del intercambio Na*/Ca2* o bien, sobre
alguno de los sistemas de transporte existentes en la membrana mitocondrial interna que
estuviese asociado al intercambiador Na*/Ca2*-
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