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LA BIOENERGETICA, LAS MITOCONDRIAS Y LA FOSFORILACION
OXIDATIVA

Resumen

Este trabajo resume mas o menos cronoldgicamente la trayectoria de investigacion que reali-
zamos la Dra. Marietta Tuena de Gdmez-Puyou y el Dr. Armando Gédmez-Puyou en el mundo
de la bioenergética mitocondrial. Describe el impacto de nuestro trabajo en el marco del
desarrollo de la Teoria Quimiosmoética de Peter Mitchell. También relata algunas de nuestras
aportaciones y las de algunos de los actuales investigadores formados en nuestros laborato-
rios, en los campos del transporte y fosforilacién oxidativa mitocondriales. Asimismo, expli-
camos el impacto de estos trabajos en el conocimiento

actual del metabolismo mitocondrial y la novedosa es-

tructura 3D de las crestas mitocondriales, ademas de

nuevos avances en la estructura, la regulacién y la evo-

lucién de la ATP sintasa bacteriana y mitocondrial. Por

La bioenergéﬁca €S Uha rama ultimo se resumen nuevas funciones mitocondriales de

especializada de la bioquimica gran relevancia, no sélo para la energética celular, sino
también para la regulacion del estado redox y la muerte

que estudia los procesos de celulares, asi como para la evolucién y la dindmica de
transduccidn de energl'a en las funciones y disfunciones mitocondriales.

los seres vivos. Palabras clave: bioquimica, bioenergética, mito-

condria, Teoria Quimiosmotica.

THE BIOENERGETICS,
MITOCHONDRIA AND OXIDATIVE PHOSPHORYLATION

Abstract

This article resumes chronologically our path on the research in the wonderful field of mito-
chondrial Bioenergetics carried out together by Prof. Armando Gomez-Puyou and Prof. Mari-
etta Tuena de Gomez-Puyou. It also describes the impact of our work in the context of the de-
velopment of the Chemiosmotic Theory of Peter Mitchell. Some of our contributions and those
of some of the actual researchers formed in our laboratories, in the fields of mitochondrial
transport and Oxidative Phosphorylation, are also described. Likewise, this text explains the
impact of these works on the actual knowledge of mitochondrial metabolism and the novel 3D
structure of mitochondrial cristae, besides new advances in the structure, requlation, and evo-
lution of the bacterial and mitochondrial ATP synthase. Finally, it resumes new mitochondrial
functions of great relevance, not only for cellular bioenergetics, but also for the regulation of
the cellular redox state and death, and for the evolution and dynamics of mitochondrial func-
tions and dysfunctions.

Keywords: micelles, water, proteins, amino acids.
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Armando Gémez Puyou y
Marietta Tuena de Gomez en
su laboratorio del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM.
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LA BIOENERGETICA, LAS MITOCONDRIAS Y LA
FOSFORILACION OXIDATIVA

Introduccion

n 1959 Armando y yo comenzamos una colaboracién con Antonio Pefia en el labora-

torio de Bioquimica de la Facultad de Medicina, decididos a trabajar en el campo de

la bioenergética, del que se conocian muchos aspectos importantes pero que aun
habia muchas preguntas interesantes por contestar.

La bioenergética es una rama especializada de la bioquimica que estudia los procesos de
transduccion de energia en los seres vivos. Incluye muchos procesos metabdlicos que
resultan en la absorcién, almacenamiento y la utilizacién de la energia a nivel celular, sub-
celular y molecular. El ejemplo mas frecuente y mejor conocido de estos procesos es el
de la sintesis del ATP (adenosin trifosfato), que es la molécula acarreadora universal de la
energia en todas las especies; es decir, el ATP es el tipo de cambio en términos energéti-
cos para todos los seres vivos. Se podria decir que el ATP es el délar o el euro de los seres
vivos dado que es la moneda energética universal, de tal manera que el mantenimiento
de las funciones vitales como lo son la biosintesis de proteinas, ADN, ARN, nucledtidos,
aminodcidos, duplicacién celular, motilidad y transporte, entre otras, le “cuesta” a las
células muchas moléculas de ATP. La ventaja que tiene, es que a diferencia del ddlar o del
euro, éste nunca se va a devaluar.
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Figura 1. Estructura del ATP.
La parte adenina se muestra
en naranja y la ribosa en
rosa, mientras que los tres
fosfatos que le dan el nombre
de adenosin-trifosfato se
muestran en amarillo. En

la reaccion exergénica

de hidrolisis del ATP se
libera el tltimo fosfato (Pi)
(ATP+H,06 ADP+Pi), lo cual
impulsa la mayoria de las
reacciones y funciones vitales
de todos los seres vivos.

Figura 2. Ciclo del ATP. La
energia proveniente de los
alimentos (o de la luz, en

el caso de los organismos
fotosintéticos) se transfor-
ma mediante reacciones
acopladas para impulsar

la condensaciéon de ADP y
fosfato inorgénico (Pi) y asi
acumular grandes cantidades
de ATP intracelular, el cual es
hidrolizado de nuevo hacia
ADP y Pi para impulsar
todas las reacciones vitales y
trabajo mecanico y osmético
necesario para la vida en
todas sus formas.
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La molécula del ATP es un nucledtido libre, y como todo nucledtido esta formado
por una base nitrogenada, en este caso la adenina, un azucar (la ribosa) y tres grupos fos-
fato en union éster (Figura 1), que en las condiciones normales de la célula se encuentran
ionizados, presentando una carga negativa que usualmente es neutralizada por iones
Mg?2*. El ATP es un acarreador de energia ya que su hidrdlisis es una reaccion exergonica,
es decir, al liberarse al fosfato final para formar ADP y Pi, se libera energia susceptible de
transformarse en trabajo quimico, osmético o mecanico, entre otros, lo cual impulsa la
mayoria de los procesos celulares vitales que son en general endergdnicos. Por definicion
estos ultimos absorben energia libre y necesitan alguna reaccién exergdnica (como la hi-
drdlisis del ATP) que los impulse por medio de mecanismos de acoplamiento energético.
El término acoplamiento en bioenergética quiere decir que una reaccién endergdnica
absorbe la energia liberada de otra exergdnica por un mecanismo particular de acopla-
miento. En todas las forma de vida y en todas las células, la mayoria de los procesos vita-
les son endergdnicos y se acoplan a la hidrdlisis del ATP o al consumo de otra molécula
gue almacene energia libre al acumularse dentro de las células

La tendencia natural del ATP a hidrolizarse en el tercer fosfato para formar ADP y
fosfato inorganico (Pi) se conoce bien, dado que in vitro esta reaccion hidrolitica, al llegar
al equilibrio, tiene un cociente de ATP/ADP de aproximadamente 107. Es decir que en
equilibrio hay 10 millones de moléculas de ADP por cada molécula de ATP, lo que implica
gue la mayoria del ATP esta hidrolizado.

Por el contrario, en condiciones fisioldgicas, las células estan forzadas a man-
tener una alta relacion ATP/ADP de al menos 1000, muy lejos de las condiciones del
equilibrio donde la mayoria del ATP
se hidroliza. Para ello, las células
absorben energia de fuentes prima-
rias, como son nutrientes (azucares
o grasas, por ejemplo) o la luz so-
lar (organismos fotosintéticos) para Ciclo del ATP-ADP
transformarlos por los procesos Energia Energia para

. L. de los alimentos trabajo metabélico
bioenergéticos en altas concentra-
ciones de ATP, el cual, al acumu- ADP + ®
larse en las células en una relacién
aproximada de mil moléculas de
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Figura 5. Proteina Triosa
Fosfafo Isomerasa (TIM)

en su estado nativo. Esta
proteina es un homodimero
formado por dos mondmeros
idénticos (en colores amarillo
y azul, respectivamente), cada
uno con 250 amino dcidos.
En esta representacién sélo se
muestra la cadena principal,
ala cual estdn unidos los
amino 4cidos.

Figura 4. Ciclo de Krebs.

Se ilustra una secuencia de
reacciones conocida como
Ciclo de Krebs. En la matriz
mitocondrial, el Acetil Coen-
zima A (una molécula de
s6lo dos carbones) inicia el
ciclo al condensarse con una
molécula de cuatro carbones,
el 4cido oxaloacético, para
generar una molécula de seis
carbones, el 4cido citrico.
Con cada vuelta del ciclo se
pierden dos carbones de la
molécula de acido citrico,
que se transforman en CO,.
Igua.lmente, se sintetiza una
molécula de ATP por fosfo-
rilacion directa a nivel del
sustrato y se regenera el dcido
oxaloacético, la molécula de
cuatro carbones. También

se genera energia redox
(NADH) por accién de las
enzimas del tipo deshidro-
genasa presentes en el ciclo,
que alimentan a la cadena
respiratoria 'y la ATP sintasa
de la membrana interna
mitocondrial (Figura 5).
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ATP por cada ADP, puede impulsar
la mayoria de las reacciones vitales
celulares, dado que la hidrdlisis del
ATP sera espontanea (exergodnica) y
liberara con facilidad la energia ne-
cesaria impulsar la vida (Figura 2).
Dicho de otra forma, se ha calcula-
do, por ejemplo, que un ser huma-
no promedio en estado de reposo
tiene que sintetizar diariamente al
rededor de 65 Kg de ATP (su pro-
pio peso en ATP) para mantener
sus funciones vitales y consumo de
energia a diario.

Las células sintetizan la mayoria

de ATP (90%) Para poder acumular las altas cantidades que necesitan a través del pro-
ceso llamado fosforilacion oxidativa. La enzima que realiza esta sintesis es la F F -ATP
sintasa o complejo V respiratorio (adicional a los otros 4 complejos respiratorios I-1V que
consumen el oxigeno de la respiracion) (Figura 5). Este proceso clave en el movimiento
de energia dentro de la célula se realiza en el interior de un organelo existente en el
citoplasma de las células, denominado mitocondria (del griego mitos [hilos] y chondros
[granulos] o “granulos en forma de hilos” por su morfologia vista por microscopia elec-
trénica) (Figura 3), responsable de suministrar la mayor parte de la energia necesaria
para la actividad celular, esto procede al consumir la energia de sustratos oxidables por
medio de la respiraciéon mitocondrial que ocurre en las crestas (Figuras 3 y 5).

Estructuralmente, la mi-
tocondria estd rodeada de dos
membranas claramente diferen-
tes en sus funciones: la externa de
permeabilidad no selectiva y la in-
terna que es semi-permeable o de
permeabilidad limitada, para mo-
léculas con cargas tanto negativas
(aniones) como positivas (cationes),
proteinas y otros metabolitos. La
membrana interna mitocondrial
presenta una estructura compleja
muy sinuosa, es decir, con varios
dobleces y estructuras tubulares
(como los dedos de un guante) que
se conocen como crestas mitocon-
driales (Figura 3) en las que se en-
cuentran las estructuras responsa-
bles de la fosforilacién oxidativa,
es decir, la cadena respiratoria y la

Acido Oxaloacético
(40)

CO2

ATP

Glicolisis

Acido pirdvico Acidos grasos Aminodcidos

b et )

Acetil-Coenzima A

Cadena
Respiratoria Adido Citrico
(6€)
NADH
CO2

Acido a-cetoglutarico
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F,F,-ATP sintasa. La funcion de las crestas es aumentar la superficie membranal en donde
pueda ocurrir la fosforilacién oxidativa, esto es similar a los dobleces de las membranas
en las nefronas del rindn donde aumenta la superficie disponible para el transporte de
iones y agua de la orina, o a las membranas alveolares de los pulmones donde se aumen-
ta la superficie membranal disponible para el intercambio vital de oxigeno/CO2 durante
la respiracion.

Es decir, a mayor niumero de crestas, mayor superficie que contiene los comple-
jos respiratorios y la ATP sintasa para sintetizar al ATP. El espacio entre ambas membra-
nas (interna y externa) se conoce como espacio intermembranal. La membrana interna
limita la matriz mitocondrial en la que, mediante un mecanismo conocido como beta
oxidacion, las enzimas especificas oxidan acidos grasos asi como piruvato proveniente de
la glicdlisis, ademas de los aminoacidos, produciendo acetil Coenzima A (Figura 4).

Es justamente la mitocondria el lugar en el que se consume el oxigeno de los
organismos aerobios a través de varios acarreadores de electrones y translocadores de
protones (H*), es decir, las mitocondrias funcionan como los pulmones celulares, y la pre-
gunta central de la bioenergética mitocondrial es cdmo se acopla esta respiracién con
la sintesis del ATP a partir de ADP y Pi (Figuras 3 y 5). En los primeros afios del estudio
de la respiracién y fosforilacidn oxidativa, las mitocondrias se veian como cajas negras
donde se consumia oxigeno y sustratos oxidables durante la respiracién, y “mdgicamen-
te” se producia ATP a partir de ADP y Pi, de tal modo que se desconocia el mecanismo
de acoplamiento entre la respiracién y la sintesis del ATP. Para resolver esta pregunta se
formularon varias hipdtesis como se explica mas adelante.

Figura 5. Componentes de la
fosforilacion oxidativa. Los
complejos respiratorios I y I
oxidan sustratos provenientes
del ciclo de Krebs (Figura 4H~l
4) como lo son el NADH y ot
el succinato, para generar
una corriente de electrones
alo largo de la membrana
que culmina en el consumo ims
de oxigeno por el complejo
IV y la formacién de agua.
Durante la respiracion,
los complejos I, I y IV
bombean protones a través
de la membrana interna
mitocondrial hacia el espacio
intermembranal, los cuales
son transportados de regreso
a la matriz mitocondrial por
la ATP sintasa (o complejo
V). Este flujo de protones es
lo que impulsa la sintesis del I
ATP durante la fosforilacién NADH+H* MNAD+2H®

Complejo Complejo

1 v

+
oxidativa de acuerdo con 3Hh
la teoria quimiosmotica de 5
Peter Mitchell. Cump!ejo v
ATP-sintasa

Departamento de Acervos Digitales. Direccion General de Computo y de Tecnologias de Informacién y Comunicacion - UNAM
Esta obra esta bajo una licencia de Creative Commons @@ ®@


http://www.revista.unam.mx/vol.16/num1/art05/

HOU

revistadigital
universitaria

Valoracion experimental de la fosforilacidon oxidativa en
mitocondrias

Con todos estos antecedentes relacionados con los componentes estructurales de la fos-
forilacidn oxidativa y sus funciones, surgieron en 1959 nuevas preguntas sobre mecanis-
mos de la mitocondria que dieron lugar al inicio de una colaboracién entre el Dr. Antonio
Pefia y nuestro grupo, para resolver una pregunta clave en el proceso que se lleva a cabo
en la mitocondria: éComo se acopla el transporte de electrones con la sintesis de ATP?
Para dar respuesta experimental a esta pregunta, se elaboraron tres hipdtesis:

1. La hipdtesis quimica, en la que se postulaba la existencia de moléculas intermedia-
rias o acarreadores de energia (X~P) que conectaban la energia de la cadena de elec-
trones con la ATP sintasa (Figura 6A).

2. La hipétesis quimiosmotica propuesta por Peter Mitchell, quien negaba la existencia
de los intermediarios de energia y postulaba que el evento primario en la transfor-
macion de la energia era la generacidn de una diferencia de concentracidn protones,
(H*) y de cargas hacia el espacio intermembranal durante la respiracion, que estable-
cia respectivamente una diferencia de pH y de carga (ApH y AY) que sumadas dan la
fuerza proton motriz (Ap,,), utilizada por la ATP sintasa para sintetizar el ATP en el
proceso de fosforilacién oxidativa (Figura 5 y 6A).

3. Finalmente, la hipdtesis conformacional estaba basada en los cambios de volumen
mitocondrial observados durante el funcionamiento de la cadena respiratoria y la
sintesis de ATP acoplada a ésta (Figura 6B). Estos cambios conllevan diferentes tipos
de trabajo:

e Quimico, en la sintesis de ATP,

e Osmodtico, dada la entrada y salida de iones y agua

e Mecanico o conformacional, en la estructura de las membranas mitocon-
driales. Los cambios observados son rapidos y dramdticos, y corresponden
al paso desde la conformacion ortodoxa a la condensada (Figura 6B).

En estos eventos la prioridad era definir cual de los tres constituia el factor esen-
cial, necesario para dar lugar a los demas: ¢el acoplamiento quimico, el quimiosmético o el
mecanoquimico?

Los numerosos datos experimentales obtenidos confirmaban ampliamente la teo-
ria quimiosmatica, aquella que postulaba que el evento primario era la formacion del gra-
diente de H*, una de las ideas mas revolucionarias e importantes en el campo de la bioener-
gética (Figura 5). La relevancia de este mecanismo a nivel bioldgico radica en que la teoria
guimiosmatica de Mitchell no sdlo es valida para la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial
(Figura 5), sino también para todas las denominadas “membranas transductoras de ener-
gia”, las cuales incluyen a las membranas internas de los cloroplastos o tilacoides, durante
la fotosintesis, y a las membranas plasmaticas de bacterias respiratorias o fotosintéticas.

En todas estas membranas hay varios complejos transportadores de electrones
gue bombean protones hacia el lado positivo de la membrana respectiva para impulsar la
sintesis del ATP por la ATP sintasa por un mecanismo similar al de la Figura 5. Las membra-
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Figura 6. Tlustracion de las
tres teorias con las que se pre-
tendia explicar el mecanismo
de la fosforilacion oxidativa.
A) Teorfas quimiosmotica y
quimica (X~P). La primera
postula que la fuerza protén
motriz (Ay,,,) es el mecanis-
mo de acoplamiento entre

la respiracion mitocondrial
y la fosforilacién oxidativa
(Figura 5), esta energia tiene
dos fuerzas transmembra-
nales: un gradiente eléctrico
(Ap) y uno quimico (ApH),
las cuales, al sumarse, dan

la energia disponible para
sintetizar el ATP; la segunda
hipétesis quedo atras, y
postulaba la existencia de un
intermediario fosforila-

do (X~P) hipotético que
acoplaba la respiracion

con la sintesis del ATP, tal
intermediario nunca fue en-
contrado experimentalmente
(dado que no existia) y en su
lugar se forma el gradiente
de protones a través de las
membranas transductoras de
energfa (Ay,, ). B) Hipdtesis
conformacional. Cambios
conformacionales de las
mitocondrias en ausencia

de ADP pero con sustratos
de la cadena respiratoria
(izquierda, forma ortodoxa) y
en presencia de ADP, durante
la sintesis del ATP (derecha,
forma condensada).
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nas bacterianas abarcan todos los organismos unicelulares procaridticos, mientras que las
mitocondrias se encuentran en todos los eucariontes respiratorios, y los cloroplastos en
todas la algas y plantas fotosintéticas, lo cual implica que la teoria quimiosmoética es univer-
sal y explica el mecanismo central de la fosforilacién oxidativa bacteriana y mitocondrial,
asi como la fotofosforilacién fotosintética, es decir la parte central de la bioenergética en
todos los seres vivos. De ahi viene la gran relevancia de la teoria quimiosmatica.

A| A¥Y+ApH

nH* ATP
Cadena * ;
. sintasa
respiratoria a
Membrana
interna

(L

nH* ADP + Pi  ATP
Interior

X~P Exterior

Conformacion Ortodoxa.
Con substratos de la cadena respiratoria

Canformacidn Condensada.
Durante la sintesis de ATP

- %{ {";wl'

Surgimiento de nuevas interrogantes

En el mismo contexto surgieron nuevas preguntas, particularmente sobre cudl era el pa-
pel de las membranas interna y externa en las funciones de las mitocondrias. Se deseaba
saber si eran parte activa en los procesos metabdlicos o si actuaban como una simple
barrera entre el citoplasma y el interior de la mitocondria. Nos abocamos a responder
esta pregunta de 1960 a 1969, tratando de descifrar, particularmente, el papel de la
membrana interna en la fosforilacién oxidativa.

Publicamos trabajos en los que estudiamos los efectos inhibitorios de los iones
sodio (Na*) y potasio (K*) sobre la sintesis del ATP, la dependencia de la respiracién con
la cadena de electrones en presencia o ausencia de estos iones, asi como su efecto en
la hidrdlisis reversible del ATP por la ATP sintasa y en el hinchamiento mitocondrial en
respuesta osmodtica a los cambios en concentraciones de iones Na* y K. Todos estos
resultados llevaban a plantear la posible existencia de un sistema de transporte de los
cationes a través de la membrana, sistema que utilizaba alternativamente la energia para
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Figura 7. Modelos de la
valinomicina y del intercam-
biador K*/H* de membrana
interna mitocondrial. A)

La valinomicina es un
transportador selectivo por
K* formado por un péptido
ciclico que funciona como
antibidtico al romper los
gradientes idnicos normales
en los microcorganismos. Se
muestra el i6n K* en verde
coordinado selectivamente
por cinco oxigenos centrales
de la valinomicina (rojo). B)
Representacion esquematica
de un antiportador K*/H". Se
muestra el transporte simul-
taneo y en sentido opuesto de
K*y de H" que cataliza este
transportador en la membra-
na interna mitocondrial.
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sintetizar el ATP o para transportar los iones. Observamos, por ejemplo, que el trans-
porte de los iones sodio o potasio (ambos positivos) se acompafiaba de aniones como
el fosfato (Pi*). Junto con otros, estos trabajos mostraron evidencia de la dependencia
de la fosforilacidn oxidativa respecto al gradiente eléctrico Ay, y por lo tanto gracias a
estos resultados se podia justificar la hipdtesis quimiosmotica en la que se establece que
el transporte de cationes y aniones utiliza la diferencia de carga y de pH generada por
los protones (H*) para sintetizar indistintamente el ATP o para transportar los iones. En
resumen, estos trabajos contribuyeron a confirmar ampliamente la teoria quimiosmaética
para explicar el funcionamiento de la fosforilacién oxidativa en la mitocondria.

Como todo investigador en formacién suele constatar al iniciarse en esta tarea,
la investigacion generalmente tiene como resultado el surgimiento de nuevas preguntas.
En este caso, algunas de las mas interesantes fueron:

1. ¢Existen proteinas transportadoras de iones (K, Na*, Ca?*, fosfato, ADP, ATP y otros)
en la membrana interna de las mitocondrias?

2. (Estan estas proteinas integradas a la membrana? Si fuese el caso, dado que los com-
ponentes principales de las membranas son fosfolipidos, seguramente se trataria de
proteinas hidrofébicas, insolubles en medios acuosos: purificarlas y caracterizarlas
requeria nuevas técnicas.

3. Sise tratase de proteinas transportadoras a través de una membrana, ¢cdmo medir
su actividad de transporte?

Se conocia el efecto de algunos antibidticos conocidos como ionéforos que ar-
tificialmente conducian iones a través de la membrana mitocondrial. En 1964, Moore
y Pressman describieron el efecto de la Valinomicina, que, afiadida a las mitocondrias,
conducia el potasio a través de la membrana interna mitocondrial utilizando la energia
generada por la oxidacion de sustratos de la cadena de transporte de electrones o la
energia de la hidrélisis del ATP, comportdndose como se esperaba que lo hiciera un posi-
ble acarreador natural.

Membrana extema mitocondrial

Membrana interna mitocondrial
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Tuvieron que pasar 42 afos desde estas primeras observaciones para la carac-
terizacion del transportador de K* de la membrana mitocondrial que actia como un an-
tiportador (proteina transmembranal que transporta dos sustratos diferentes en direc-
ciones contrarias a través de la membrana) H*/K* y que sirve para mantener el volumen
mitocondrial. El intercambiador puede transportar litio, sodio, rubidio y cesio. Se ha ais-
lado y su actividad ha sido medida en liposomas.

En la década de los sesenta no habia técnicas establecidas para purificar protei-
nas de membrana para contestar estas preguntas. Tampoco existian modelos de mem-
branas para probar su funcidn. Hoy, por ejemplo, se dispone de los liposomas, vesiculas
formadas por bicapas de fosfolipidos que se extraen de las membranas mitocondriales.

A partir de nuestros trabajos relacionados con el transporte de K* realizados en
aquella década, en los que proponiamos la existencia de posibles sistemas de transporte
que utilizaban indistintamente la energia necesaria para la sintesis del ATP, decidimos
tratar de contestar esas preguntas durante nuestro primer afio sabatico en el laboratorio
del Dr. Albert Lehninger?, de la Universidad de Johns Hopkins en la ciudad de Baltimore
en 1970.

En el laboratorio del Dr. Lehninger se tenia gran experiencia en el estudio de los
efectos del calcio (Ca?*) y su entrada al interior de la mitocondria. Lo mas sobresaliente
de sus observaciones era que se acumulaba Ca* y simultdneamente entraba fosfato (Pi*
), requerido para la respiracién en las mitocondrias. Existia una relacién estricta entre
el consumo de oxigeno y el transporte de Ca?, a saber, cinco dtomos de calcio (2*) por
cinco de fosfato (27) por cada NADH oxidado en la cadena respiratoria. Este transporte se
acompafiaba de salida de H*. Durante el mismo se inhibia totalmente la sintesis del ATP,
tal como habiamos observado con el K*.

Dada la experiencia en el transporte de calcio en el grupo del Dr. Lehninger, nos
propusimos aislar y caracterizar el posible acarreador de Ca* de las membranas mitocon-
driales de higado de rata. En retrospectiva, no pudimos haber escogido peor molécula
acarreada ya que el calcio es un tenaz contaminante del agua, el aire, las paredes, el
material de trabajo y los reactivos.

Como no teniamos la posibilidad de medir el transporte directamente, habia que
aislar la proteina acarreadora. El proyecto significaba un reto que requirié probar una
gran cantidad de medios para solubilizar las proteinas extraidas a partir de las membra-
nas internas mitocondriales (particulas submitocondriales) para posteriormente aislar la
proteina acarreadora del resto, siguiendo su presencia bajo el supuesto de que deberia
ser una proteina poco soluble en agua y que fijara calcio con muy alta afinidad.

Durante ese afio logramos aislar una proteina que fijaba el Ca** con muy alta
afinidad a concentraciones nanomolares (10° M). Simultdneamente, el grupo del Dr. Ca-
rafoli en Zurich, aislé otra proteina con las mismas caracteristicas. Ante este hecho, deci-
dimos publicar nuestros hallazgos y los del grupo del Dr. Carafoli en la misma revista.

Continuamos, debido a que los resultados habian sido alentadores, durante una
estancia corta en el laboratorio del Dr. Carafoli en Zurich y a través de sus frecuentes
visitas a nuestro laboratorio en México. Con la cooperacion entusiasta de la Dra. Marina
Gavilanes Ruiz (Facultad de Quimica, UNAM), ampliamos nuestras observaciones sobre
los efectos desacoplantes del calcio en la fosforilacién oxidativa, mismas que sentaron
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Figura 8. Diferentes proteinas
que transportan el Ca* en las
mitocondrias. A) Se mues-
tran los diferentes transporta-
dores de Ca?* en la membrana
interna mitocondrial, el uni-
portador transporta un i6n
Ca?" a favor del gradiente de
concentracion existente entre
el citoplasma y la matriz mi-
tocondrial; los intercambia-
dores son dos antiportadores
que translocan en sentidos
opuestos iones sodio o pro-
tones en forma antiparalela

al i6n Ca?*. Finalmente el
PTP (Poro de Transicion a

la Permeabilidad) del calcio,
que se abre en condiciones de
dafio oxidativo mitocondrial
o colapso de gradiente de
protones. La apertura de este
PTP es una sefial de muerte
celular por medio de la poste-
rior liberacion del citocromo
c. B) Modelo del uniportador
de Ca*". Se muestran las tres
diferentes subunidades de la
proteina en varios colores:
MCU: (Mitochondrial
Calcium Uniporter) (azul),
MCUI (rojo) y MCU2 (ver-
de). Las subunidades MCU1
y MCU2 son capaces de
censar las concentraciones de
Ca?* del espacio intermem-
branal y abren el canal del
uniportador al unir el Ca**
proveniente del citoplasma
para internalizarlo a la
mitocondria.
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las bases de la utilizacién del gradiente quimiésmotico postulado por Mitchell para el
transporte de calcio en las membranas mitocondriales.

La historia de la purificacion y caracterizacion del acarreador de calcio continué
por muchos afios resistiéndose, hasta que en el Instituto de Cardiologia, el Dr. Edmundo
Chavez, antiguo colaborador de nuestro grupo en la Facultad de Medicina, junto con la
Dra. Cecilia Zazueta, purificaron una glicoproteina de membrana interna mitocondrial
que transporta Ca*" y que resulté muy afin a un inhibidor del transporte de Ca* en mito-
condrias: el Rojo de Rutenio. Este fue clave fue para seguir al transportador a lo largo de
los pasos de purificacion y para caracterizar el transporte en liposomas.

A B

Intercambdador

Baja concentracidn

o258 Na*-Cs™
™ L]
ﬂ%t
Uniportador:
de
Calcia
Intercamblador
H™-Ca®"

Paro de Transicidn
de la Permeabilidad

El Ca?* es un regulador metabdlico en la célula, activa la contraccion muscular y
regula enzimas de importantes vias metabdlicas. Se le conoce como un “segundo mensa-
jero” y las mitocondrias tienen un papel preponderante en su regulacién. La proteina que
aislamos igual a la obtenida por el Dr. Carafoli corresponde al uniportador (tansportador
transmembranal selectivo para un solo sustrato) de Ca%, que ha sido purificada y carac-
terizada y cuyos componentes se esquematizan en el panel B de la figura 8.

La historia del acarreador de calcio no ha terminado, ya que existe una gran fa-
milia de proteinas que transportan calcio en la mitocondria. En la literatura se ha descrito
tal nimero de acarreadores, que da la impresion de que no existiria espacio suficiente en
la membrana para contenerlos a todos. Se han caracterizado acarreadores de sustratos
oxidables de la cadena de transporte de electrones, tales como el succinato, malato y
piruvato. El mejor estudiado y caracterizado es el llamado intercambiador ADP/ATP que
transporta ADP al interior de la mitocondria y exporta el ATP sintetizado al citoplasma.
Este forma parte, junto con el de fosfato, del llamado ATP sintasoma, un supercomplejo
de los acarreadores de fosfato y de ADP/ATP con la ATP sintasa.

Posteriormente concentramos nuestros estudios en el mecanismo de la enzima
central en bioenergética: la F F -ATP sintasa mitocondrial. Logramos aislar por primera
vez en México la F -ATPasa mitocondrial y también demostrar que el ATP se sintetiza de
manera espontanea dentro de los sitios cataliticos de la porcion F, con una relacién de
ATP/ADP de aproximadamente 1, es decir, con un equilibrio diferente al que ocurre in
vitro en medio acuoso (recordar que éste es de 107), favoreciendo asi la sintesis del ATP
dentro de la enzima. Posteriormente, entre otros estudios, trabajamos con una legenda-
ria proteina inhibidora (IF,) inicialmente aislada por los Dres. Maynard E. Pullman y Gladys
C. Monroy en los sesenta. Esta es un inhibidor natural de la enzima que previene la acti-
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vidad de F -ATPasa y asi favorece la sintesis del ATP en la mitocondria. Fisiol6gicamente,
la IF, es importante, por ejemplo, en condiciones de isquemia o anoxia donde las células
corren el riesgo de consumir sus pozas de ATP al hidrolizarlo. Esto ocurre sobre todo en
tejidos de alto consumo del ATP mitocondrial, como el corazdén, el misculo esquelético o
el cerebro, y es en estos tejidos donde la IF, se expresa mayoritariamente. Con medidas
de actividad de la F -ATPasa en presencia y ausencia de la IF, encontramos que esta pro-
teina se une a un intermediario F -ADP para inhibir |a actividad de F1-ATPasa, y que la IF,
inhibe tanto la actividad de F F -ATPasa como la de F F -ATP sintasa y por lo tanto tiene
que liberar su efecto inhibitorio para permitir la sintesis del ATP dentro de la mitocondria
en respuesta al gradiente de protones, esto sin que la IF, se disocie completamente de la
enzima.

Posteriormente, otros grupos, incluyendo al del Dr. José J. Garcia Trejo? (Facultad
de Quimica, UNAM), han encontrado que la IF, inhibe el mecanismo rotacional intrinseco
de la enzima, dado que otros grupos demostraron que la enzima es un nanomotor con
una parte giratoria o rotor y una fija o estator. Ademas, el Dr. Garcia Trejo encontré que la
IF, funciona como una tranca para bloquear la rotacion del nanomotor, y que ademas la
IF, dimeriza la F F -ATP sintasa en la mitocondria, y que esta dimerizacion es un factor de-
terminante en la formacién de las crestas mitocondriales. Esto ha sido de gran impacto
en la bioenergética mitocondrial y ha abierto un nuevo campo en la biologia estructural
mitocondrial, donde se estudia la estructura y el acomodo de los dimeros de la ATP sin-
tasa en las crestas tubulares de la membrana interna mitocondrial en conjunto con otros
complejos y supercomplejos respiratorios. Este campo tiene grandes implicaciones en la
morfologia mitocondrial, en las miopatias mitocondriales, el metabolismo mitocondrial
y en los nuevos modelos de la fosforilacién oxidativa en general.

El Dr. Garcia Trejo descubrié después un nuevo inhibidor natural de la ATP sin-
tasa bacteriana, al que denomind subunidad T, el cual es también un potente inhibidor
de la actividad de F -ATPasa y del giro del rotor de la enzima, pero es diferente tanto
en secuencia como en estructura terciaria a la IF, o0 a la subunidad &. Esta dltima es un
inhibidor endégeno de la enzima bacteriana. Por lo tanto, este hallazgo abre una nueva
linea de investigaciéon del control de la rotacién intrinseca del nanomotor en la clase
de las a-proteobacterias como Paracoccus denitrificans. Esta bacteria es, por cierto, un
predecesor en la evolucion de las mitocondrias, de tal modo que este inhibidor o subuni-
dad C es también un intermediario evolutivo importante en la regulacién del nanomotor,
dado que esta subunidad T surgié de manera previa al origen evolutivo mitocondrial por
endosimbiosis, en el cual, hace varios millones de afios una a-proteobacteria respiratoria
fue engullida por una célula protoeucarionte carente de fosforilacion oxidativa, y ambas
células establecieron una simbiosis que dio origen a las actuales mitocondrias (Figura 9).

Como se menciond anteriormente, en la mitocondriologia moderna se han rea-
lizado enormes progresos utilizando las nuevas tecnologias surgidas de la biologia mo-
lecular: la cristalografia, la resonancia magnética nuclear y la calorimetria, entre otras,
todas apoyadas por los grandes avances computacionales de modelado de proteinas que
han colocado a las mitocondrias en el centro del metabolismo celular, a partir del descu-
brimiento de nuevas e insospechadas funciones.
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Figura 9. Funciones nuevas y
canonicas de la mitocondria.
Las funciones canonicas
bioenergéticas centrales,
explicadas anteriormente,

se muestran en rojo. Evo-
lutivamente se cree que las
mitocondrias provienen de
las a-proteobacterias como
Paracoccus denitrificans (ver
texto), hace varios millones
de afios una de estas bacterias
hizo una endosimbiosis

con un protoeucarionte,
culminando en el origen de
las mitocondrias actuales
que conservan un ADN mi-
tocondrial. Esto se muestra
en los cuadros superiores.
La dindmica mitocondrial

y el papel de la mitocondria
como regulador del epigeno-
ma, los procesos patoldgicos,
la muerte celular y el enveje-
cimiento se muestran en los
cuadros inferiores en morado
y verde, repectivamente.

’ Origen de las mitocondrias: big-bang evolutivo: simbiosis de alfaproteobacteria aerobica con protoeucariote anaerdbico. I

I Genoma mitocondrial, cromosoma 24. Reloj molecular | Funciones candnicas:

fosforilacién oxidativa

Ciclo de Krebs

Beta oxidacion

Ciclo de la urea

Regulacion de: la poza de nicleotidos y de segundos
mensajeros AMPe y Ca2+.

Regulacidn del poder reductor: NAD:NADP/NADH:NADPH.
Sintesis de esteroides y de grupo Hemo

Muerte celular por apoptosis. Mitofagia y autofagia.
Poro de transicién de la permeabilidad (PTP)
Formacidn de ROS

 Dindmica mitocondrial: Reguladores del epigenoma ;
* Composicion: ATP, NAD, Acetil-CoA y S-adenosil metionina (SAM) mitocondrial, “cédigo
Lipidos: colesterol, cardiolipina y de las histonas =,
fOS!Ol!bIdOS- Papel de la mitocondria en procesos patoldgicos:
Proteinas: Respirosoma y ATP sintasoma Envejecimiento una enfermedad causada por disfuncién mitocondrial
* Formacién de redes por fisién, fusién . Cincer una enfermedad metabdlica, previsible de origen mitocondrial
* Estados 4 y 3 estructuras ortodoxa y
condensada.

A manera de conclusiéon, presentamos una lista de las funciones de la mitocon-
dria, la mayor parte de ellas descubierta en la era de la bioquimica moderna.

e La mitocondria tiene un papel fundamental en la regulacién de la poza de nucledti-
dos y de los segundos mensajeros: el AMP ciclico y el calcio.

e Regulaelllamado poder reductor NAD/NADH y NADP/NADPH o estado de oxidacién/
reduccidn celular.

e Regula los procesos de muerte celular por apoptosis y los procesos de mitofagia y
autofagia.

e Toma parte en la formacion del poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial
(PTP) que altera la fosforilacion oxidativa y las pozas de calcio intracelular, fosfato y
nucleétidos.

e Surte de sustratos como el ATP, NAD, Acetilcoenzima A y S- adenosil metionina que
regulan el cédigo de las histonas del DNA nuclear que forman el Epigenoma.

e Forman redes por fusidon de sus membranas, el objetivo es mantener homogénea la
poblacién y aumentar su eficiencia. En condiciones patoldgicas las redes se alteran
por el proceso de fisién mitocondrial.

e Son un factor importante en los procesos de envejecimiento por su produccion de
la cadena de transporte de electrones de especie reactivas de oxigeno (EROS) que
dafian las proteinas, lipidos y ADN.

e La disfuncién mitocondrial se considera el evento primario comun en la degenera-
cién cancerosa de las células humanas. .
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Glosario de términos

Fosforilacion Oxidativa: el viaje de los electrones a través de la cadena de transporte de
electrones o cadena respiratoria, genera una diferencia de pH (ApH) y de cargas (AY) a
ambos lados de la membrana interna mitocondrial, que es la fuente de energia que utili-
za la ATP sintasa para sintetizar el ATP.

londforos: antibidticos con superficie hidrofdbica, capaces de unir cationes en su inte-
rior, disolverse en la membrana y transportar los iones al interior de las mitocondrias. El
Dinitrofenol (DNP) es un ionéforo de H* que actla como desacoplante porque establece
un corto circuito de H* que descarga el delta pH, acelera la respiracidn e inhibe la sintesis
de ATP.

Los transportadores de membrana mitocondrial se clasifican por el tipo de intercambio
que realizan: uniportadores, un ejemplo es el de calcio dado que transporta una Unica es-
pecie quimica. Antiportadores: transportan dos especies quimicas en sentidos opuestos
através de la membrana, por ejemplo el de K* es un intercambiador K*/H*. Simportadores
o cotransportadores: transportan dos especies quimicas en el mismo sentido a través de
la membrana, como el de calcio/fosfato.

Apoptosis: es un proceso programado que lleva a la muerte celular, en el que la salida
del citocromo “c” de la mitocondria asi como la apertura del poro de transicién de la
permeabilidad (PTP) y la entrada masiva de calcio en la membrana interna mitocondrial
son factores determinantes de la muerte celular.

Endosimbiosis mitocondrial: proceso evolutivo por el cual hace varios millones de afios
una protobacteria respiratoria de la clase alfa (a-protobacteria) se transformé en mito-
condria después de ser interiorizada al citoplasma de otra célula protoeucarionte caren-
te de respiracion, por medio de una relacién simbidtica entre ambas células que even-
tualmente formo a las mitocondrias actuales.

Epigenoma: modificaciones del DNA nuclear que no cambian su secuencia pero afectan
la actividad de los genes a través del llamado cédigo de las histonas.

Respirosoma: supercomplejos de la cadena de transporte de electrones.

ATP sintasoma: supercomplejo formado por la ATP sintasa, el acarreador de ADP/ATP y
el acarreador de fosfato.

Autofagia y mitofagia: es un proceso de degradacién y reciclaje de los componentes
celulares. Funciona durante la proliferacién y diferenciacién celular, la respuesta inmune
a patdgenos, en el cancer, la apoptosis y para obtencién de energia durante condiciones
adversas.

Especies reactivas de oxigeno (EROS) o (ROS): se derivan de la molécula de oxigeno por
reduccion quimica parcial. Incluyen el peroxido de hidrégeno (H,0,),el radical superoxido
(0%), el radical hidroxilo (OH"), el diéxido de nitrégeno (NO?*) y el éxido nitrico (NO).
Fuerza protén-motriz (A,,,): Gradiente electroquimico de protones establecido a traves
de las membranas transductoras de energia. Tiene un componente eléctrico (AY) por
diferencia de cargas a través de la membrana y un componente quimico (ApH) por dife-
rencia en concentracion de protones (H+) (o pH) a través de la membrana. Es la fuerza
impulsora para la sintesis del ATP para todos los seres vivos.
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Abreviaturas

Acetil-CoA : acetil Coenzima A

ADP: adenosin difosfato.

ATP. adenosin trifosfato.

Citocromos: g, a,, b,cy ¢,. Oxidados y reducidos.

FAD/FADH: coenzimas acarreadoras de electrones de la cadena respiratoria; flavin ade-
nin dinucledtido en sus formas oxidado y reducido.

F,-ATPasa: porcion soluble extramembranal de la F F -ATP sintasa que contiene los sitios
cataliticos donde se sintetiza e hidroliza al ATP. Se llama ATPasa porque al separarse de la
membrana (in vitro) conserva solamente la actividad de hidrdlisis del ATP.

F,F,-ATP sintasa: complejo V respiratorio o complejo ATP sintasa completo; contiene a
la porcion extramembranal (F)) catalitico y al sector intramembranal (F ) que funciona
como canal de protones o iones sodio. Ambos sectores se acoplan por un mecanismo
rotacional para formar el nanomotor F F completo.

MCU: uniportador de calcio (derivado del inglés Mitochondrial Calcium Uniporter).
NAD/NADH: nicotina amida adenin dinucleétido. Oxidado y reducido.

NADP/NADPH: nicotinamida adenin dinucleétido fosfato. Oxidado y reducido.

PTP: poro de la Transicién de la Permeabilidad mitocondrial al calcio.

Q/QH2: ubiquinona oxidada y reducida.
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