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Resumen

Diversos metabolitos cargados tales como el ATRDP®* y P transitan normalmente entre la mitocondria y el
citoplasma. El paso de estos metabolitos por labrema externa mitocondrial se hace a través de ear@es llamados
VDAC (canal para aniones dependiente del voltajay. permeabilidades para el ATPADP*, Pi*"y otros metabolitos
cargados dependen del potencial eléctrico en labrema externa mitocondrial, pero la existenciam@atencial en esta
membrana no ha sido demostrado experimentalmentel fresente trabajo se desarrolla un modelo ctanjonal de la
interaccion de los flujos de metabolitos cargaddsaaés de una membrana, obteniendo la genera@odpotencial
eléctrico en ésta a causa de la diferencia en pédititad para varios metabolitos cargados modufemtael VDAC. El
potencial eléctrico generado resulta ser la intatotcacion entre los flujos y mediante la generadi@ éste y la
caracteristica voltaje dependiente del VDAC, sercace una posible explicacion del conocido efectab@ee a
consecuencia del cierre del VDAC para el ATP.

Palabras clave:Modelo Computacional; Potencial Eléctrico; Membr&xéerna Mitocondrial; Efecto Crabtree.

Abstract

Different charged metabolites such as ATRDP* and Pil pass normally between the mitochondria and thepdgsm.

The passage of these metabolites through the mitechondrial membrane is done by channels callBd¥ (voltage-
dependent anion channel). The permeabilities foP'ATADP*, Pi, and other charged metabolites depend on the elec-
trical potential at the outer mitochondrial memhkrabut the existence of this membrane potentialnwaseen demon-
strated experimentally. In this work, a computaglomodel of the interaction of the fluxes of chatgeetabolites through

a membrane is performed, obtaining the generatfaglextric potential in it because of the permagpbiifferences to
various charged metabolites modulated by VDAC. &leetric potential generated results to be theréor@munication
between fluxes and through its generation and ltlagacteristic voltage-dependent of VDAC, it appteesca possible ex-
planation to the known Crabtree effect as a cormsepiof the closure of VDAC to ATP.
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1. Introduccién Por otro lado, en el metabolismo de las célulasea
rosas se ha observado un fenémeno interesante ide la
Los sustratos que necesita y utiliza la mitocongria- hibicion de la respiracion por la glucosa, llamaecto

das las sustancias que de ella salen al citoplai@han Crabtree [15-17]. A este efecto que fue descubipdo
cruzar la membrana externa mitocondrial. Una detas Herbert Grace Crabtree en 1928 [18] no se le coadoe
cipales caracteristicas de esta membrana es sivasian- una explicacion unificada y completa [19]. En e&znel

te alta permeabilidad, la cual se debe principateanla efecto aparece cuando se tienen células o mitoiesndr
presencia de unos canales llamados VDAC formados poaisladas, de origen tumoral, y al suministrarleggsa el
una proteina porina [1]. Estos canales poseeroligitad consumo de oxigeno disminuye un alto porcentajegev
de ser selectivos para aniones y de tener una pbiimad ciando asi la inhibicién de la respiracion. Re@ermgnte
gue depende del voltaje [2]. fue postulada una explicacion que se basa en eklmod
ara la generacién de potencial eléctrico en la lonena
xterna por la membrana interna [14]. Es conocide lg
membrana interna mitocondrial es responsable tiautes-
formacion de la energia y que su permeabilidadites a
mente selectiva para metabolitos; por otra partsugéere
que la membrana externa mitocondrial debe ser itaptar
en la regulacion del flujo de metabolitos y de gfeentre
la mitocondria y el citoplasma [13]. Segun dichodelo,

al agregar glucosa en las células tumorales seasictiel
flujo de ATP/ADP?, ya que en dichas células se ha en-
contrado que la Hexoquinasa Il, enzima que reeibai
glucosa para transformarla en glucosa-6-fosfatogerse
cuentra 100 veces méas pegada a los sitios de tomfae
en células normales (estado triplex, ANT-VDAC-HK),
conduciendo asi a la disminucion de la resistegléetrica

a través de los sitios de contacto y por ende rakeato de
voltaje en los VDAC, cerrandose asi el canal e diepido

la salida del ATP por éste, lo que se evidenc@fao una
inhibicién de la respiracion.

Aunque se ha mostrado que los canales VDAC puederg
regular eléctricamente el flujo de metabolitos edas
negativamente como el AtPen membranas artificiales
[3-4], el papel de la membrana externa mitocondriala
regulacion del metabolismo energético no esta bia-
blecido, debido a la complejidad experimental cqeeiere
medir potencial eléctrico en dicha membrana. E€@sio
los analisis tedricos ayudan a desarrollar metagatopara
lograr medidas directas o indirectas del poterali&ttrico
en la membrana externa mitocondrial. De maneradotd,
recientemente se evalué experimentalmente dichenpot
cial, calculando un voltaje que seria alrededoiode-43
mV [5]. Un andlisis tedrico posterior postula qubien es
posible la generacién de potencial por varios mscaos,
este no deberia sobrepasar los -30mV por razonebaie
licas, sugiriendo asi una sobrestimacion en dictlor\6].
Lo cierto es que la posible generacion de potembéaitri-
co en la membrana externa mitocondrial haria de s
importante reguladora energética y se postula qui@ s
poco sensato que el VDAC convierta a la membrater-ex La existencia de sitios de contacto no siempreasend
na en una simple membrana porosa que no seria dapaz todas las células. Para este caso, el modelo deragedn
ejercer ninguna regulacion para los flujos de ndiials de potencial eléctrico en la membrana externaaandm-
cargados a través de ella [7]. brana interna seria debido a los duplex VDAC-
Hexoquinasa Il (VDAC-HK); que de igual manera que
para el estado triplex, al agregar glucosa se aéiivel
flujo de ATP*/ADP* por los VDAC que se encuentran con
la Hexoquinasa II, haciendo que la resistenciatrtéc
conformada por VDAC-HK disminuya y asi caeria mas
voltaje en los VDAC libres haciendo que estos seren y
que el ATP no pueda salir, mostrandose asi laicitibde
la respiracion [14]. En estos Ultimos mecanismappes-
tos se hizo un modelado cinético de un sistemavados
aniones; so6lo de la generacion del potencial sierten
cuenta los parametros cinéticos adicionales quepsgar-
fan, involucrando la actividad de la Hexoquinasg tam-
poco se tuvo en cuenta el flujo de ATP y ATP por el

Una de las teorias sobre la existencia de voltaj&ae
membrana externa mitocondrial [8-10] propone que la
Unica posibilidad de la existencia de una difer@nde
potencial eléctrico en esta membrana seria el piaien
Donnan; este potencial eléctrico es debido a kiloligion
no equitativa de macromoléculas cargadas impermgabl
la membrana externa y a la distribucion de ionempa-
bles segun su equilibrio electroquimico. Otras itenise
basan en mecanismos de estados estacionarios fietabd
dependientes en los cuales se postula que el jaltelér-
trico en la membrana externa puede ser generaddodab
la diferencia en la permeabilidad de la membrana pa

varios metabolitos cargados [11-13], o como pastt d VDAC libre en la membrana externa y luego por &rin

potencial de la membrana '”teff‘a de Ia_m|tocorm*qla:a- cambiador de adenin nucleétidos en la membrananante
do a la membrana externa mitocondrial a travésode | (ANT)

sitios de contacto entre éstas [14]. Asi, esta manab

podria ser una especie de “aduana” fisica que @dpar En el presente trabajo se hace una investigacidn co
procesos metabdlicos que ocurren en el citoplasmmsi  putacional del flujo de metabolitos cargados aésade
gue se presentan en la mitocondria. una membrana, con el animo de tener un estudiaetas

llado acerca de la regulacion de dichos flujoslpagene-
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racion de potencial eléctrico en la membrana. Ea &a- hidrélisis del compuesto macroérgico ATRafisporte
bajo también se busca ratificar la influencia defepcial activo primario) Se tiene en cuenta la velocidad neta y
eléctrico generado en la membrana externa y swlposi fuga del anion monovalente, Sambién que el ATP se
contribucién a la explicacion del efecto Crabtréa gasta en el compartimiento “0” por intermedio deihei-
basqueda de dichas evidencias se realiza a trarédaa ma E y que la relacién de las concentraciones de*AT
delado cinético de sistemas, muy semejantes aldestri- ADP* y Pi" en el volumen “” (ATR, ADP, y Pi) se man-
tos por un adecuado conjunto de ecuaciones matsAti  tiene constante en un valor de 9% de acuerdo con las

2. Modelo Matematico

siguientes concentraciones iniciales AFP10mM, ADR
= 3uM y Pi, = 3mM, para estos valores &5, = -60.4
KJ/mol. Adicionalmente se cuenta con los flujogavés
de la membrana de ATP, ADP y Pi; todo esto se sgpze

El modelo computacional de los flujos de metabslito :
cargados propuestos para la generacion del potaiéa las ecuaciones (1), (2), (3). (4). (5), () y (7)-
trico en la membrana externa por intermedio dedigdex ADR (PR _ 9x10° (1)

VDAC-HK vy su posible contribucion a un mecanismogpa ATP

explicar el efecto Crabtree es un sistema de 28cames

i i ' S S,
gue describen el sistema que se muestra en lddigdl. Vm 02 -V, O
_ Km, Km, (2)
i KrerK* o -V = s s
- | - 1+ I + 0
[ .. crepe V. km Km,
E iy
1P, AAWF) S-Sk
JS:_( S jDo |_1mw (3)
RIT l-erm
.\
] :(4EPATPUWJEFJEATF;—ATE’® R (4)
ATP Rl:r —4AY
l-e ™
Fig. 1: Modelo del transporte de un anién monowel@toplado 3w
con los flujos de ATP, ADP y Pi a través de una im@ma. 3= _(BDDADP Ay D:jIZADR’ -ADR[e & (5)
ADP -3AY
. . | RO l-e RT
Para este sistema de ecuaciones se cuenta cos varia e
constantes entre ellas algunas constantes unigsysdte (1P, DY TF EPio P @ ©)
grupo de constantes se encuentran en la tabla 1. Jp = S
RIT l-eRT
Tabla No. 1: Constantes para el sistema.
ATR [VmE @)
Constantes generales (simbolo) Valor N U e —
I‘<rnATP + ATPO
Constante de los gases (R) 0.0083 KJ/(molfK)
Temperatura (T) 310 K Los flujos que estan representados en las ecuacione

Constante de Faraday (F)

96.5 KJ/(mol*V|

Constantes de M-M para &mi, Kmo)

5mM

Constante de M-M para el ATP (Ki®) 5mM
Volumen de “i" y “0” (Vol y Vol,) luL
Concentracion de ATP inicial (ATP 10 mM
Concentracion de ADP inicial (AQP 30uM
Concentracion de Pi inicial (fpi 3mM

(3)-(6) se conocen como flujos de Goldman pardugh f
i6nico a través de una membrana [20]; éstos supqoen
en todo el espesor de la membrana el campo ekeasc
constante y que el movimiento de un ién a travédade
membrana es independiente de otros iones. Dichgssfl
traen consigo los coeficientes de permeabilidadtridé
para cada sustancia representada d@sg Papp, Ppi ¥ Ps;
estas permeabilidades son dependientes del pdtetégia
trico, segun las caracteristicas voltaje-permedsili del

El sistema de ecuaciones tienen en cuenta el tetesp VDAC dondea es el parémetro de sensibilidad del VDAC
de una sustancia cargada, desde el volumen “‘ahelst [11] al voltaje en unidades dé" (si el potencial esta en
volumen “o” (de volimenes igua|es), a través de unaVOlthS) yB es la permeabllldad absoluta del VDAC en el

membrana en contra de su gradiente e|ectr0quim’ estado abierto parﬁ Asi las distintas eXpreSiones estan
diado por un transportador que utiliza la eneripielde la  descritas por las ecuaciones (8), (9), (10) y (11).
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Purp = 0.2Eﬁo.02+ 0.98@‘““”’)2) (8)
Pop = 050{007+ 093 " )
R, = 10/{010+ 090r& *2*) (10)
P, = B[{010+ 090r& 2*" ) (11)

Debido a que los sustratos 3TP*, ADP* y Pi" se
deben adicionar al sistema en forma de sales dsiBpes
necesario adicionar las concentraciones promeda $a

ATP, ADP, Pi, K y CI. Para esto se debe tener en cuenta

qgue en el sistema no se mantiene constante la rnace
cioén total del ATP, ni del ADP, ni del Pt, porque con-
tinuamente se estan produciendo o consumiendo,Sps®
mantiene constante la cantidad de adenin nucledtidie
fosfatos inorganicos. La cantidad de adenin nudest
viene dada por la suma de las concentraciones @& AT
ADP*, 0 sea ATR+ ADP,(0.01003M) y la cantidad total
de fosfatos inorganicos viene dada por la suma e, A
ADP vy Pi iniciales, o sea 3ATP+ 2ADP, + 1P}
(0.03306M). La concentracién promedio de la susta8c
se fija arbitrariamente en 0.01M. Todo lo anteriente
mencionado se refleja en las ecuaciones (12) (183).

ATR [Vol + ATR, [Vol, . ADP [Vol, + ADP(Vol,

=0.01003
Vol, +Vol, Vol +Vol,

12)

3|:AT|?[VO| +ATR [Vo|, + ZEADE)[VO' + ADP[Vol, +
Vol +Vol, Vo| +Vol,

1PhVol +Pi, VOl _ 50006 (13)
Vol +Vol,
S Wol +S, Mo, _ 49 -

Vol, +Volu,

De esta manera la concentracion promedio Heglde
debe compensar todas las cargas negativas{AABPP*,
Pi, CI' y S) mediante el principio de electroneutralidad,
queda en 0.06309M si la concentracion de &2l todo el
sistema es de 0.01M. Asi, también se tiene demisev
membrana completamente permeable para el Potasio y

Cloro (K" y CI), lo que hace que estos iones se distribuyan

segun la ecuacion de Nernst. Lo anterior esta septado
en las ecuaciones (15), (16), (17) y (18).

Cli |N/O|i +C|0 WOL) - 001 (15)
Vol +Vol,
K, Vol +K, Wol, _ 5 16309 (16)
Vol +Vol,
pw=-RT o K (17)
F K,
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ap = RE o E (18)
F\c

Como se dilucida de la fig. No. 1, para el sistesaa
quiere que esta reaccion sea reversible, por endecarre
a la relacion de Haldane [21], la cual se presentda
ecuacion (19).

-AG,
vm Km, _ e[ﬁ)
Vm, (Km

Por ultimo, se debe complacer el principio de etect

neutralidad como se muestra en la ecuacién (20).

0=1[K, -1[Cl, -4[ATP - 3TADR -1[Pi, -1[5,  (20)

(19)

Asi, para alcanzar la situacion de estado estag@mna
entre los dos flujos se debe entonces cumpliritpsesites
igualdades abp = Fi = htpY Kk = Vs En este orden de
ideas, el conjunto de ecuaciones que represetr@nspor-
te acoplado del ani6§ de adentro hacia afuera, pasando
por una membrana, es el conformado por el sisteena d
ecuaciones (1)-(20).

3. Resultados y Discusion

Ja ,nmolfmin

Ja ,nmolfmin

23 11
wE hmolimin -1 5 wmo, amalimin

Fig. 2: Dependencia del flujo estacionario Ja @specto a Vmo
y a la velocidad maxima de la hidrélisis del ATPetrvolumen
“0” (actividad de la enzima E) para el transporéeSlacoplado
con los flujos de ATP, ADP y Pi. (A) a = 100\(B) a = 200V
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Para el sistema presentado en la fig. No. 1 se tige
el flujo estacionario del ATR ADP* y Pi" (1) y el de la
sustancia cargada &), van en la misma direccion, W Jk
tienen signo negativo porque van de adentro hdoera
(" a “0”).

De esta manera, el efecto restrictivo que resudts d
pués de un aumento en la sensibilidad del canal ¥RA
voltaje (parametr@) en el flujo estacionario, puede ser
corroborar con las graficas presentadas en laNa. 2.
Como muestra dicha figura, al aumentar la senddilidel
canal VDAC al voltaje (parametr@) se obtiene el efecto
de limitacién en el flujo estacionarig domo consecuencia
de un aumento en el potencial eléctrico en la mangr

Por otro lado, en la fig. No. 3.B se nota la caidgo-
co mas pronunciada del flujo estacionaigadra un valor
mas grande en la sensibilidad del canal VDAC alajyel
Esta caida en el flujo estacionaripsé hace mas evidente
cuando la velocidad méxima de la hidrdlisis del AdrPel
compartimiento “0” es mayor (actividad de la enzika
Lo anterior sugiere entonces la existencia de ntexdc-
cién entre los dos flujos estacionariogy( k).

Is, nmolfmin

Is, nmolfmin

Wk nmoldmin

Fig. 3: Dependencia del flujo estacionario JS @specto a Vmo
y a la velocidad maxima de la hidrélisis del ATPetrvolumen
“0” (actividad de la enzima E) para el transporéeSiacoplado
con los flujos de ATP, ADP y Pi. (A) a = 100\(B) a = 200\,

Es asi pues que debido al efecto que ejerce elraame
de la sensibilidad del canal VDAC al voltaje (paefima)
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sobre los flujos estacionariog y J, y también sobre el
potencial eléctrico de membrana que se generaoseqe

entonces a dejar un valor fijo de Yrfvelocidad maxima
de regreso) y se hace un barrido del paramatrpara

observar lo que le sucede a dichos flujos y al nad

eléctrico en la membrana (fig. No. 4).
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T pmolfmin

Fig. 4. Dependencia de los parametros del sistesmaatisporte
de un aniéon monovalente acoplado con los flujoATie, ADP y
Pi, con respecto a la sensibilidad al voltaje dBIAC (a) y a la
velocidad maxima de la hidrdélisis del ATP en elwoén “0”
(actividad de la enzima E). (A).XB) Potencial de membrana.

(O

El resultado de esto es la restriccion del flujm@sna-
rio J, (fig. No. 4.A) y el aumento en el potencial de mem
brana (fig. No. 4.B) asi como la caida en el flegtaciona-
rio Js (fig. No. 4.C).

El valor del potencial generado mediante el trartspo
de la sustancia Ss suficiente para observar el acopla-
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miento entre los dos flujos estacionarios. En ganes
potencial eléctrico generado por los flujgsyJl, a través
de la membrana es el resultado de un efecto sarédgi la
superposicion de dos potenciales eléctricos prddsgbor
cada flujo y de la modulaciéon de la permeabilidad d
VDAC ocasionado por dicho potencial. Este voltagelae
principal comunicacion entre estos flujos y estepta
miento es un resultado muy importante, ya que stm &
apoya un estudio previo [13] en donde se propoigee-
racion de potencial eléctrico en la membrana eatenito-
condrial debido a la diferencia de permeabilidages
sustancias cargadas, en el presente este estuslisaer
mente se corrobora ello, porque debido a la difgaen

tumorales, hecho que se refleja en la baja coramatr de
ATP en el volumen “0” (ATE) debido a la cerrada del
VDAC para el flujo 4y asi pues, se presentaria entonces
una inhibicién de la respiracion, es decir, el &feCrab-
tree. De esta manera, el efecto Crabtree en losmsas
propuestos en este trabajo se obtendria al auméntar
VmE, ya que en células cancerosas la actividac éazi-
ma hexoquinasa (enzima encargada de recibir aitsp
en el primer paso de la glicdlisis) es 100 veces rita
que en células normales y la actividad de la hexaga
en el presente trabajo es modulada por la VmE. & e
manera, con en el presente estudio se obtiene emaac
miento al posible mecanismo del efecto Crabtredicagn

propuesta entre las permeabilidades del VDAC pdra ea través de un modelo computacional.

ATP*, ADP*, Pi" y el anién monovalente’,Sse genera
potencial en la membrana.

4. Conclusiones

Con el modelo de generacion de potencial en la mem-

brana externa mitocondrial por medio de los duplex

VDAC-HK [13], el sistema de transporte de &oplado
con el flujo de ATP, ADP* y Pi", se acerca mucho con lo
propuesto por dicho modelo. Es asi como en esteslmod
[13] se sugiere que el duplex VDAC-HK podria fumzio
como un generador de potencial eléctrico en la manab
externa mitocondrial donde la energia libre deekccion
podria ser usada para el transporte activo de angac
negativa a través esta membrana tal y como se peoge
forma analoga en el sistema de la fig. No. 1.

Es conocido que en el efecto Crabtree lo querse p
senta es una inhibicién en la respiracion por ikbtisis o
degradacion de la glucosa. La inhibicion de lairasjbn
(la cual se evidencia como una disminucion en esgmo
de oxigeno) seria la consecuencia de la no profiucs
ATP (proceso que consume oxigeno) debido posiblamen
a que este compuesto macroérgico se encuentrestecue
do en la mitocondria.

En este orden de ideas, en el presente trabajeabe
de la Glucosa seria el analogo a un aumento ettiladad
de la enzima E (VmE), asi el aumento del poteredéadtri-
Co para un aumento en VmE es evidente durantetas-r
tados que involucren el potencial eléctrico de nramd
con la VmE. Ademas el efecto de la no salida delP AlE
la mitocondria, en el modelo propuesto, se notéaeaes-
triccion para el flujo Jpara VmE altos, ya que el potencial
eléctrico generado es suficiente para cerrar ellcdDAC

La diferencia entre las permeabilidades del canal
VDAC para diferentes metabolitos cargados es ecjpal
causante de la generacién de potencial eléctricdaen
membrana.

Tanto el potencial eléctrico en la membrana obtenid
como el parametro de la sensibilidad del VDAC dtaje
son cruciales para la restriccion de los flujos@sharios
a través de ésta.

Mediante el desarrollo computacional realizado &e e
trabajo se demostroé la restriccion en el flujo dePAdebi-
do a la generacién del potencial eléctrico, lo gyada a
acercarse al posible mecanismo del fenémeno figicdd
conocido como el efecto Crabtree.

El desarrollo computacional de los sistemas modslad
en este trabajo refleja en gran medida la restricdel
flujo de ATP debido a la generacién de potenciétteico
en la membrana externa mitocondrial ya sea poreslam
nismo de division del voltaje o por los diplex VDAK.
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