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Resumen

Hasta 95 % de la energia en las células eucariotas se produce en las mitocondrias, las cuales se componen de dos
membranas, la interna y la externa. La principal funcién de la membrana interna es la fosforilacion oxidativa. El
trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate, ATP) y el fosfato de creatina, producidos en las mitocondrias, se
transfieren al citosol atravesando la membrana mitocondrial externa, basicamente a través de las porinas (voltage-
dependent anion cannel, VDAC). Dado que los mecanismos de generacion del potencial eléctrico en esta membrana
se desconocen, generalmente se asume que la compuerta eléctrica de los VDAC siempre esta abierta. Sin embargo,
el potencial de la membrana mitocondrial externa puede generarse de manera dependiente del metabolismo
energético celular mediante diversos mecanismos. La generacion de dicho potencial mediante los complejos
VDAC-hexocinasa en las células cancerigenas, o la oxidacion directa del NADH citosdlico en las mitocondrias
de la levadura Saccharomyces cerevisiae permiten explicar los efectos de Crabtree y Warburg como una supresion
eléctrica de las mitocondrias. Segin el modelo desarrollado, la prevencion de la formacion de los complejos
VDAC-hexocinasa por accion de algunos factores podria causar efectos anti-Warburg y anticancerigenos. Ademas,
este potencial positivo generado por los complejos VDAC-creatina-cinasa podria proteger las mitocondrias de los
cardiomiocitos y de otras células frente a los niveles toxicos de calcio en el citosol. Los mecanismos propuestos
de generacion del potencial de la membrana dependiente del metabolismo energético celular, sugieren que las
propiedades eléctricas del VDAC tienen un papel importante en varios procesos fisiologicos y patofisiologicos.
© 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.

Palabras clave: Membrana externa mitocondrial; VDAC; Potencial de membrana; Levadura; Cancer; Corazon.
The mitochondrial outer membrane in the control of cell energy metabolism
Abstract

Up to 95% of the energy in the eukaryotic cells is produced in the mitochondria, which are composed of two
membranes, internal and external. The main function of the inner membrane is the oxidative phosphorylation.
ATP and/or phosphocreatine produced in mitochondria are transferred to the cytosol across the mitochondrial
outer membrane, mainly through the porins (voltage-dependent anion channel, VDAC). As the mechanisms of
generation of the electrical potential on this membrane are not known, it is generally assumed that the VDAC
electric gate is always open. However, the outer membrane potential (OMP) of mitochondria may be generated
by various mechanisms in a manner dependent on the cell energy metabolism. OMP generation by the VDAC-
hexokinase complexes in cancer cells, or by the direct oxidation of cytosolic NADH in the mitochondria of the
yeast Saccharomyces cerevisiae, may explain the Crabtree and Warburg effects as an electrical suppression of
mitochondria. According to the model developed, the prevention of the formation of the VDAC-hexokinase
complexes may result in anti-Warburg and anti-cancer effects. In addition, the generation of the positive OMP
by the VDAC-creatine kinase complexes could protect mitochondria in cardiomyocytes and other cells against
toxic levels of cytosolic calcium. The mechanisms proposed for OMP generation dependent on the cell energy
metabolism suggest that the VDAC electrical properties play an important role in various physiological and
pathophysiological processes. © 2018. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat.
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Introduccion

Las mitocondrias, organelas intracelulares formadas por
dos membranas, desempefian un papel fundamental en el
metabolismo energético celular. El ATP se sintetiza en la
matriz mitocondrial mediante el proceso de la fosforilacion
oxidativa en la membrana mitocondrial interna. En las
mitocondrias de los cardiomiocitos, en las neuronas, en las
células musculares y en otras, también se sintetiza el fosfato
de creatina (CrP) a partir del ATP y de la creatina (Cr). Para
suministrar la energia al citosol, el ATP y el CrP producidos
en las mitocondrias atraviesan la membrana mitocondrial
externa en su forma anidnica. En varias demostraciones
experimentales se ha visto como la membrana externa
restringe significativamente el flujo entre las mitocondrias
y el citosol de estos y otros metabolitos cargados (Vander
Heiden, ef al., 2000; Lemasters & Holmuhamedov, 2006;
Rostovtseva & Bezrukov, 2012; Simson, et al., 2016).

La mayor parte de las proteinas de la membrana externa
corresponde a las porinas de tipo VDAC (Mannella,
1982), a través de las cuales atraviesan los metabolitos
cargados (Colombini, 1979, 2016). Se ha demostrado que
el VDAC, con una compuerta sensible al voltaje, cambia su
permeabilidad a los aniones en una forma dependiente del
potencial eléctrico de la membrana (Colombini, e# al., 1996;
Rostovtseva & Colombini, 1997; Colombini & Mannella,
2012). Por ejemplo, el VDAC se cierra casi completamente
para el ATP, con un potencial de membrana de unos 40 mV
(positivo o negativo), aunque sigue siendo permeable a los
cationes (Benz, et al., 1990; Colombini, ef al., 1996; Hodge
& Colombini, 1997).

Sin embargo, varios autores han descartado la posi-
bilidad del control eléctrico del metabolismo energético
mitocondrial y celular a nivel de la membrana externa
(Benz, et al., 1990; Lemasters & Holmuhamedov, 2006).
Tampoco se han propuestos otros mecanismos para explicar
la generacion del potencial de la membrana externa, excepto
el equilibrio de Donnan (Liu & Colombini, 1992).

En la actualidad el concepto mas aceptado para la regu-
lacion de la permeabilidad de la membrana externa es el
“taponamiento” molecular de los VDAC, especialmente con
la tubulina y otras proteinas mitocondriales o citosolicas
(Liu & Colombini, 1992; Kmita, ef al., 2003; Rostovtseva
& Bezrukov, 2012; Rostovtseva, ef al., 2015). En el mas
reciente ejemplo, hasta 98 % de los VDAC en la membrana
externa de los cardiomiocitos podria verse taponado por la
tubulina y el reticulo sarcoplasmatico muy cercano a las
mitocondrias (Simson, ef al., 2016). Sin embargo, los datos
experimentales obtenidos en el estudio de Simson, et al.
(2016) no descartan que el “taponamiento” solo de una parte
de los VDAC favorezca la generacion del potencial de la
membrana externa y la modulacion eléctrica de su permea-
bilidad frente a varios metabolitos cargados de una manera
dependiente del metabolismo energético (Lemeshko, 2014,
2016, 2017a), lo cual también facilita la uniéon dependiente
del potencial de la tubulina con el VDAC (Rostovtseva &
Bezrukov, 2012; Rostovtseva, et al., 2017).

Control del metabolismo energético celular

Por otro lado, se ha reportado un potencial eléctrico
de hasta -43 mV relacionado con la membrana externa
en células vivas (Porcelli, ef al., 2005). Segtn el andlisis
teorico (Lemeshko, 2006), se puede suponer que el potencial
superficial de la membrana interna de las mitocondrias
energizadas pudo haber interferido significativamente en los
resultados reportados.

Como alternativa a la regulacion de la permeabilidad de
la membrana externa mediante el “taponamiento” molecular
delos VDAC, se han propuesto varios mecanismos de genera-
cion del potencial de la membrana externa (Lemeshko, 2002,
2006, 2014-2017b).

En este estudio se proponen varios mecanismos de
generacion del potencial de la membrana externa con base en
las evaluaciones termodinamicas en los modelos computa-
cionales desarrollados. Se hallé que para algunas condicio-
nes fisioldgicas, el potencial de la membrana externa puede
alcanzar niveles suficientemente elevados para generar
el cierre eléctrico de los VDAC en la membrana externa.
Se describen dos tipos de mecanismos de generacion del
potencial: mediante la difusion simple de los metabolitos
negativamente cargados a través de la membrana externa, y
la transferencia activa del grupo fosforilo a través de esta o de
las dos membranas mitocondriales. Asimismo, se evidencia
el posible papel fisiologico y patofisiologico del potencial
de la membrana externa, lo cual explicaria, por ejemplo,
el mecanismo de los efectos de Crabtree y Warburg, y la
proteccion de las células frente a la muerte debida a niveles
toxicos de calcio.

Generacion del potencial de la membrana
mitocondrial externa mediante la diferencia de su
permeabilidad frente a varios metabolitos cargados

Generacion del potencial de la membrana externa mito-
condrial mediante la circulacion de varios compuestos
fosforilados. Las primeras evaluaciones termodindmicas
de la generacion del potencial de la membrana externa
mediante la circulacion de metabolitos cargados, con dis-
tintos grados de permeabilidad, se hicieron para el modelo
con flujos estacionarios del CrP, del fosfato inorganico y
de la creatina (Cr), sin contar con la posible contribucién
del potencial del equilibrio de Donnan, o contando con ella
(Lemeshko & Lemeshko, 2000). Se ha demostrado que la
magnitud del potencial de la membrana externa calculado,
con valores de hasta -5 mV (sin la contribucion adicional
del potencial de Donnan) y de -10 mV (con la contribucién
adicional del potencial de Donnan), depende de la inten-
sidad del flujo metabdlico.

En el caso mas general (Lemeshko, 2017a), que
incluye también la circulacion de otros compuestos fos-
forilados, como el ATP, el adenosin difosfato (ADP) y
el adenosin monofosfato (AMP), se puede desarrollar
un modelo computacional mas complejo que tenga en
cuenta las caracteristicas cinéticas de todas las enzimas y
transportadores involucrados en el proceso estacionario, las
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caracteristicas volt-ampéricas de los VDAC en la membrana
externa y las concentraciones de varios metabolitos, apli-
cando la ecuacion de Goldman para cada flujo metabodlico
a través de la membrana externa. En general, el valor y el
signo del potencial final de la membrana externa debe ser el
resultado de la superposicion de los potenciales eléctricos
generados mediante distintos mecanismos en los cuales el
VDAC y la membrana externa representan los elementos
cruciales en el control del metabolismo energético celular.

Los metabolitos activos de reacciones de reduccion-
oxidacion (redox) de carga negativa, también pueden atra-
vesar la membrana externa y entregar electrones directamente
a la cadena respiratoria desde el espacio entre las membra-
nas mitocondriales. En varios casos particulares, como las
mitocondrias de plantas (Earnshaw, 1975) y levaduras
(Ohnishi, ef al., 1966; Rigoulet, et al., 2004), los nucledti-
dos reducidos de piridina, el NADH o el NADPH producidos
en el citosol, la oxidacion se da por la via externa mitocon-
drial atravesando la membrana.

Modelo de generacion del potencial de la membrana
mitocondrial externa mediante la circulacion de los
nucledtidos de piridina, NADH y NAD+ a través de la
membrana. En la levadura S. cerevisiae, el NADH que se
produce en exceso en el citosol se oxida en la superficie de la
membrana interna por accion de la deshidrogenasa externa
(DH,), y entrega electrones a la cadena respiratoria (Luttik,
et al., 1998; Bakker, et al., 2001). El NAD* que se acumula
en el espacio entre las membranas mitocondriales vuelve al
citosol atravesando la membrana externa para recuperar el
NADH. De esta manera, la circulacion de los nucleotidos de
piridina (Figura 1A) con distintas cargas netas, NADH(2-)
y NAD"(1-), puede llevar a la generacion del potencial de
la membrana externa (Lemeshko, 2017b). Suponiendo, con
base en algunos datos indirectos (Rostovtseva, et al., 2002;
Lemeshko, 2017b), que la permeabilidad del VDAC para el
NADH(2-) es mas alta que para el NAD*(1-), el potencial
de la membrana externa calculado es negativo (Lemeshko,
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2017b). Se sabe, asimismo, que la actividad de la DH,
se incrementa significativamente con los iones de calcio
(Earnshaw, 1975) (Figura 1A).

Sin embargo, la generacion del potencial de la mem-
brana externa en las mitocondrias de levaduras nunca se ha
demostrado experimentalmente. Ademas, las restricciones
de la permeabilidad observadas en la membrana externa
para los metabolitos cargados en estas células, se han
explicado por el “taponamiento” de los VDAC con las pro-
teinas citosélicas (Kmita, et al., 2003). Las evaluaciones
termodinamicas del potencial de la membrana externa que
podria generarse con la circulacion del NADH(2-) y el
NAD"(1-) a través de la membrana externa, demuestran que,
segun el modelo propuesto, la magnitud de dicho potencial,
(Figura 1A) puede alcanzar niveles suficientes para el cierre
eléctrico del VDAC (Lemeshko, 2017b).

Para mostrar el principio de generacion del potencial
de la membrana externa mediante la oxidacion directa del
NADH externo en las mitocondrias, se describi6 el proceso
estacionario (Figura 1A) con un modelo computacional. La
actividad de la DH, que cataliza la reaccion irreversible de
la oxidacion del NADH, se expreso6 con la ecuacion:

v_-[NADH]
V= » y ),
K, Napir HINADH]

donde v_ es la actividad méaxima de la DH_ de la membrana
interna; [NADH]_ es la concentracién del NADH en el
espacio entre las membranas mitocondriales; K ., es la
constante de Michaelis-Menten, correspondiente a 50 uM
NADH (Rigoulet, et al., 2004). Las velocidades v_y v,
como también los flujos metabolicos de NADH y NAD" a
través de la membrana externa, se presentan en unidades
arbitrarias relativas.

El flujo de NADH(2-) a través de la membrana externa

(Jy;) se describi6 con la ecuacion de Goldman:
PME -2F
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Figura 1. A. Oxidacion del NADH en mitocondrias de levaduras y de plantas. B. Oxidacion del ascorbato en mitocondrias intactas. MI:
membrana interna; ME: membrana externa; CR: cadena respiratoria; DH : NADH deshidrogenasa externa de la membrana interna; CitC:
citocromo C; Asc.: ascorbato; DHA: dehidroascorbato; TMPD: N,N,N’N’-tetrametil p-fenilendiamina
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Aqui, P, es la permeabilidad de la membrana externa
al NADH(2-) a través de los VDAC; F es la constante de
Faraday; R es la constante universal de los gases; 7=298 K
es la temperatura del medio, y [NADH]_ y [NADH]_ son las
concentraciones de NADH en el citosol y en el espacio entre
las membranas mitocondriales, respectivamente.

De la misma manera se puede expresar el flujo de
NAD?(1-) a través de la membrana externa:

. _p PMEF. [NAD™] ~[NAD™] .exp(_PIgf'F) 3
N N RT |- exp—TME-F ’
RT
donde P es la permeabilidad de la membrana externa al
NAD(1-) a través de los VDAC, y [NAD'] y [NAD]_ son
las concentraciones de NAD™ en el citosol y en el espacio
entre las membranas mitocondriales, respectivamente.

La permeabilidad P, de la membrana externa al
NADH(2-) a través de los VDAC (Figura 1A) en funcion
de su potencial, se describid6 con la siguiente ecuacion
(Lemeshko, 2017b):

- Lexp—(S- . 2
PNH =0.02+0.98-exp—(S kNH PME) (4)’

donde S es un parametro de la sensibilidad del VDAC
al voltaje tomado a §=40 V'. El factor k, describe la
modulacion de la sensibilidad eléctrica del VDAC por su
interaccion directa con el NADH (Zizi, et al., 1994). Este
factor se puede expresar con la ecuacion:

0.25 -[NADH]

ko o=1l4——C
Ne =T K, +[NADH] ®.

Aqui, [NADH]_ es la concentracién del NADH en el
citosol, y K, es igual a 16 uM NADH (Zizi, et al., 1994).

La permeabilidad P de la membrana externa al NAD*
en funcion del potencial se presenta de la misma manera que
la del NADH, para cuyo calculo se tomoé un valor absoluto
de la permeabilidad de la membrana externa 6,5 veces menor
que para el NADH (Lemeshko, 2017b):

Py :O.003+0.15»exp—(S-kNH~PME)2 6).
En el estado estacionario, los flujos de NADH y NAD*

deben ser iguales a la actividad de la DH, de la membrana
interna (Figura 1A), es decir:

v=Ju (7

v="-Jy (8).
Se debe cumplir también la ecuacion de balance de masas:
[NADH]_ +[NAD+]S =[NADH], +[NAD+]C ),

donde [NADH] y [NAD'] corresponden a las concentra-
ciones en el espacio entre las membranas mitocondriales,
y [NADH]_ y [NAD]_ a las concentraciones en el citosol.
La ecuacion (9) del sistema de ecuaciones (1) a (9) permite
definir la concentraciéon del NADH adicionado en ausen-
cia del NAD" adicionado o, también, presentar el [NADH]_
como si fuera NADH producido por alguna deshidrogenasa
extramitocondrial a partir de cierta cantidad del NAD™ adi-
cionado a la concentracion inicial de [NAD'] =1,5 mM.

Control del metabolismo energético celular

Se supone que el estado estacionario se establece ini-
ciando la actividad de la DH, de la membrana interna desde
el estado de equilibrio del sistema con las concentraciones
de [NADH], y [NAD']  definidas segin la ecuacion (9).
El sistema de ecuaciones (1) a (9) se resolvidé usando el
programa Mathcad Professional.

En la Figura 2A se muestran los resultados de las eva-
luaciones del potencial de la membrana externa generado
por la circulacion de NADH(2-)/NAD"(1-) a través de
esta (Figura 1A) para el caso del NADH adicionado a la
suspension de mitocondrias de levadura S. cerevisiae sin
adicion de NAD". Dicho potencial esta expresado en funcion
de la concentracion de [NADH]_ en el medio exterior y de la
actividad méaxima de la deshidrogenasa DH_ de la membrana
interna. El potencial de la membrana externa calculado
alcanza hasta -30 mV, y segun las ecuaciones (4) y (6), su
signo negativo se debe a una supuesta mayor permeabilidad
del VDAC al NADH(2-) en comparacién con el NAD*(1-)
(Lemeshko, 2017b).

Los calculos demuestran una restriccion significativa
del flujo metabolico (v) (Figura 2D) en el rango de valores
relativamente altos de la velocidad méaxima de la DH . Debe
sefalarse que el efecto de la restriccion en estas condiciones
se debe al cierre eléctrico de los VDAC de la membrana
externa, porque no se observa restriccion a la sensibilidad
eléctrica nula del VDAC, S=0 V! (Lemeshko, 2017b).

En experimentos con los esferoplastos permeabilizados
de S. cerevisiae, se ha visto que la velocidad de oxidacion del
NADH producido por las deshidrogenasas citosolicas, o por
la externa, es mucho mas alta que la del NADH adicionado
(Avéret, et al., 2002). Es muy importante resaltar que para
la produccion del NADH por las deshidrogenasas en estos
experimentos el medio de incubacion contenia 1-2 mM de
NAD", lo que segun las ecuaciones (3), (6) y (9), deberia
afectar la generacion del potencial de la membrana externa
y el flujo metabodlico a través de esta.

Los célculos realizados con distintas concentraciones
[NADH]_ del NADH producido en el medio extramitocon-
drial a partir de 1,5 mM de NAD" en reemplazo de parte
del NAD" adicionado, también evidenciaron un mayor
flujo metabolico (Figura 2E,a), aunque todavia restringido
para el rango de valores relativamente altos de ambos, asi
como de la actividad maxima de la DH_ y de la relacion
[NADH] /[NAD"]_ (Figura 2E,a). Para este rango, el poten-
cial de la membrana externa generado es de mayor magnitud
(Figura 2B, a).

La restriccion metabdlica mencionada se debe al cierre
eléctrico del VDAC, ya que ésta no se observd esencial-
mente en el caso de la sensibilidad nula del VDAC al voltaje
cuando S=0 V' (Figura 2E, b), y los valores calculados del
potencial de la membrana externa fueron relativamente
bajos (Figura 2B, b).

Se sabe, asimismo, que la permeabilidad de la mem-
brana externa de las mitocondrias de levaduras puede
verse restringida por las interacciones de los VDAC de la
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Figura 2. Evaluacion del potencial de la membrana externa (A-C) y del flujo metabdlico de NADH(2-)/NAD*(1-) a través de la membrana
externa (D-F) para varias condiciones del modelo (Figura 1A). A,D: en funcion de la concentracion del NADH adicionado, y en ausencia de
NAD*; B,C,E,F: en funciéon del NADH producido en la concentracién [NADH]_ a partir de una fraccion de 1,5 mM de NAD" adicionado;
A,B(a),C,D,E(a),F: $=40 V''; B(b),E(b) - S=0 V'; C,F: knockdown o inhibicion de 50 % de los VDAC de la membrana externa, en

comparacion con B(a),E(a).

membrana con las proteinas citosolicas (Kmita, ef al.,
2003), o por la deficiencia de los VDAC en esta (Avéret,
et al., 2002; Kmita, et al., 2003). Para evaluar la influencia
del knockdown o de la inhibicion en 50 % de los VDAC de
la membrana externa, el modelo se analizé con el sistema de
ecuaciones (1) a (9), multiplicando la parte derecha de las
ecuaciones (4) y (6) por el factor 0,5 (50 % de knockdown).
El analisis del modelo con dicho factor evidencié una res-
triccion del flujo metabolico (v) ain mayor (Figura 2, F en
comparacion con E, a) debido a la generacion del potencial
de la membrana externa en magnitudes altas (Figura 2, C en
comparacion con B, a).

La deshidrogenasa DH, de la membrana interna de las
mitocondrias de plantas y levaduras se activa significativa-
mente con el Ca?* (Earnshaw, 1975). Se ha demostrado que
la adicion de 3 mM de EGTA dos a tres minutos después de
la adicion de 1 mM de NADH a la suspension de mitocon-
drias de maiz causa una leve inhibicion de la respiracion,
mientras que la adicion de 3 mM de EGTA antes del NADH
la inhibe por lo menos en 60-70 %.

Estos datos experimentales (Earnshaw, 1975) se pueden
explicar con base en el modelo de generacion del potencial
de la membrana externa por la circulaciéon de NADH(2-)/
NAD*(1-) a través de la membrana. Con el potencial nega-
tivo que se genera durante la oxidacion del NADH (Figura
1A), el calcio del medio de incubacion es capturado hacia el

10

espacio entre las membranas mitocondriales y se mantiene
alli en una concentracion elevada, suficiente para mantener
una gran actividad de la deshidrogenasa DH_ de la membrana
interna. Pero si el EGTA se agrega primero, la oxidacion
lenta del NADH generaria un potencial de la membrana
externa de poco valor, el cual no es suficiente para mantener
el Ca** cerca de la DH_ en la concentracion necesaria para la
activacion de esta enzima.

Lo mas importante es que el modelo (Figura 1A) per-
mite explicar también la inhibicion de la respiracion de la
levadura S. cerevisiae con concentraciones altas de glucosa
como un efecto de la supresion eléctrica del metabolismo
mitocondrial en estas células (Lemeshko, 2017b).

Otro fenomeno bien conocido es que el ascorbato no
se oxida en mitocondrias intactas, aunque el VDAC en su
estado abierto deberia ser permeable a este anion organico
natural dependiendo de su tamafio y carga negativa. La oxi-
dacion del ascorbato se activa muy significativamente con
el TMPD" (Figura 1B). Como hipotesis, se puede suponer
que el ascorbato, al oxidarse por accion del citocromo C en
el espacio entre las membranas mitocondriales y producir
dehidroascorbato (DHA) neutro, lleva a la generacion del
potencial negativo de la membrana externa de un modo
similar a la oxidacion del NADH externo (Figura 1A). Asi,
la inhibicion de la oxidacion del ascorbato podria explicarse
por el mecanismo de retroalimentacion negativa, o sea, por
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la generacion de potencial negativo de la membrana externa
y el cierre eléctrico del VDAC. En el caso de la presencia
adicional de TMPD", éste es reducido por el ascorbato en
el medio exterior y luego circula a través de la membrana
externa en sus formas neutra y positiva (Figura 1B), ya que
el VDAC eléctricamente cerrado no restringe el paso de los
cationes de este tamaio.

Generacion del potencial de la membrana
mitocondrial externa mediante la transferencia
activa del grupo fosforilo a través de las membranas

Se conocen distintos mecanismos de transferencia del grupo
fosforilo a través de la membrana externa mitocondrial
(Brdiczka, et al., 2006). Uno de estos es el intercambio de
ATP y ADP a través de los sitios de contacto entre las dos

a)
NAE Citosol
+

£ ) ATP*.
o ANT Y |@ ADP;% .
Vi
Pﬁl\ VDAC |
i .
® H
oo
PME

d
Citosol )
L > Crp'-
< Cr :)‘L
VDAC |
P <- /
PME (®

Control del metabolismo energético celular

membranas mitocondriales formados por el antiportador
ATP/ADP (ANT) de la membrana interna y el VDAC de la
membrana externa (Figura 3A). Un segundo mecanismo se
da por la accion de la enzima hexocinasa (HK), la cual forma
un complejo con el VDAC (Figura 3B), o con el dio ANT-
VDAC (Figura 3C), y hace la transferencia del grupo fosforilo
del ATP mitocondrial a la glucosa del citosol formando la
glucosa-6-fosfato (G6P'") externa (Lemeshko, 2002, 2014,
2017a). El tercer mecanismo se basa en la participacion de
la creatina cinasa, la cual forma un complejo con el VDAC
sin el ANT (Figura 3D) o con el ANT de la membrana
interna (Figura 3E), transfiriendo el grupo fosforilo del ATP
mitocondrial a la creatina citosdlica, Cr, y produciendo el
fosfato de creatina (CrP'), o viceversa (Lemeshko, 2016,
2017a). Las mismas posibilidades existen para otras cinasas.
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Figura 3. Posibles mecanismos de generacion del potencial de la membrana externa mediante la transferencia activa del grupo fosforilo a
través de las membranas mitocondriales (A-E), y los respectivos circuitos eléctricos equivalentes (a-e). A,a: mediante los sitios de contacto
entre las membranas mitocondriales de tipo ANT-VDAC; B,b: mediante el complejo VDAC-HK; C,c: mediante los complejos ANT-VDAC-
HK; D,d: mediante el complejo CK-VDAC,; E,e. mediante los complejos ANT-CK-VDAC; MI: membrana interna; ME: membrana externa
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La transferencia del grupo fosforilo al citosol en el
estado estacionario del sistema, se acompaia con el regreso
del fosfato inorgéanico (P desde el citosol a través de los
VDAC libres de la membrana externa para recuperar el
ATP en la matriz mitocondrial. Los modelos mencionados
se pueden presentar con circuitos eléctricos equivalentes
(Lemeshko, 2002, 2014, 2016, 2017a, 2017b), como se
muestra en la Figura 3, a-e.

Generacion del potencial de la membrana externa
mediante los complejos VDAC-HK. En las células canceri-
genas, una gran cantidad de la hexocinasa (HK) esta unida a
la membrana externa mitocondrial y forma hasta 300 veces
mas complejos VDAC-HK que en las mitocondrias de las
células normales (Marin-Hernandez, et al., 2006; John,
et al., 2011), con lo cual se lograria tener acceso preferente
al ATP producido por las mitocondrias y facilitar el inicio
de la glucdlisis. Por otro lado, los complejos VDAC-HK, al
transferir grupos fosforilo a través de la membrana externa,
deben generar directamente su potencial (Lemeshko,
2002, 2014), el cual, a su vez, podria controlar eléctrica-
mente la permeabilidad de la membrana externa a varios
metabolitos cargados.

Se consider6 un modelo computacional simplificado
para el analisis termodindmico de este mecanismo de
generacion del potencial de la membrana externa (Figura
3B, b) en cuyo marco la totalidad de los VDAC en dicha
membrana se presenta como la suma de varias fracciones:
la fraccion N, de los VDAC que forman complejos con la
hexocinasa (VDAC-HK), la fraccion N de los VDAC libres
sensibles al voltaje, y la fraccion N de los VDAC libres que
no son sensibles al voltaje.

La fraccion N actiia como la fraccion de la isoforma
VDACS3, poco sensible al voltaje, y puede representar hasta
el 10 % de todos los VDAC (Maldonado, et al., 2013). La
cantidad total de los VDAC se normaliza a 1:

N +N +N =1 (10).
vh Vs ns

La permeabilidad P, de la membrana externa al fosfato
inorgéanico P, a través de la fraccion N de los VDAC
sensibles al voltaje, se presenta en funcion del potencial de
la membrana externa (Lemeshko, 2014):

2
Qm=A“S{Ra+ﬂ—lzyemy{SﬂPMED } (11).

En esta ecuacion S es el parametro de la sensibilidad del
VDAC al voltaje, tomado a =40 V''. El pardametro P_es la
permeabilidad de los VDAC eléctricamente cerrados. Para
los calculos en este modelo se tom6 un valor de P =0,25.

La permeabilidad P de la fraccion N, de los VDAC
que forman los complejos VDAC-HK, y la permeabilidad
P delafraccion N de los VDAC no sensibles al voltaje se
presentan con las ecuaciones (12) y (13), respectivamente:

P, =N, (12)

PﬂS = IV)Z.S' (13)

Asi, las resistencias R y R en la figura 3, b estan dadas
por R=1/P y R =1/(P +P ).
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El complejo electrogénico VDAC-HK, que transfiere
activamente el grupo fosforilo a través de la membrana
externa, se puede considerar como una bateria biologica,
alimentada por la energia libre de Gibbs de la reaccion de la
hexocinasa (Lemeshko, 2014). El voltaje £, generado por
esta bateria se presenta como:

AGZ' RT, [G6P)_-[ADP]
T TE 6 e,

=1 (14,

Evh F F

donde AG,”=-16,7 kl/mol es la energia libre de Gibbs
estandar de la reaccion de la hexocinasa; [ATP] y [ADP],
son las concentraciones del ATP y el ADP en el espacio
entre las membranas mitocondriales, respectivamente; [G],
y [G6P], son las concentraciones de glucosa y glucosa-
6-fosfato en el citosol; F es la constante de Faraday; R
es la constante universal de los gases, y 7=298 K es la
temperatura del medio. Para los célculos, la relacion [G]/
[G6P]_se cambia en un rango amplio, de 1 a 100. Teniendo
en cuenta que en condiciones fisiologicas [G6P] =0,1 mM,
aproximadamente, este rango corresponde a cambios de
concentracion de la glucosa de hasta 10 mM.

La relacion [ATP] /[ADP]_se define por la energia libre
de Gibbs de la hidrolisis del ATP, AG, la cual se mantiene por
el proceso de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias:

(77 -[4DP]
w0

donde AG “=-31 kJ/mol es la energia libre de Gibbs estindar
para la reaccion de la hidrolisis del ATP. Se sabe que para las
células vivas en estado de reposo, AG, es igual a-61 kJ/mol,
aproximadamente (Pinz, et al., 2008). Se considerd que la
concentracion del fosfato inorganico para los calculos era
fija: [P '] =5 mM.

La circulacion del grupo fosforilo, promovido por la
energia libre de Gibbs de la reaccion de la hexocinasa del
complejo VDAC-HK, con el regreso del fosfato inorganico
al espacio entre las membranas mitocondriales, se puede
presentar como la corriente eléctrica causada por el voltaje
E ,.Elvalorde E , depende del estado energético definido por
las ecuaciones (14) y (15). Segun la ley de Ohm, el potencial
de la membrana externa generado se puede presentar como
la caida de voltaje sobre la resistencia R (Figura 3, b):

AG =AG® +RTh
a a

vC
PME Evh P +(P +P ) (16).
vc Vs ns

El sistema de ecuaciones (10) a (16) se resolvidé para
distintas fracciones N, de los VDAC que forman complejos
VDAC-HK vy para distintas concentraciones de la glucosa
(de la relacion [G] /[G6P] ), suponiendo que el potencial de
fosforilacion de las mitocondrias era fijo, AG,=-61 kJ/mol
(ecuacion 15).

En este caso simplificado, se considera que en todo el
rango de las concentraciones de glucosa (relaciones [G]/
[G6P]_ usadas para los célculos), la actividad de la hexocinasa
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del complejo VDAC-HK no es un factor limitante para la
transferencia del grupo fosforilo a través del complejo. Los
calculos demuestran (Figura 4) un comportamiento del
modelo similar al caso en el que se consideraban también
las caracteristicas cinéticas de la HK (Lemeshko, 2014).

En ausencia de los VDAC no sensibles al voltaje, N_=0,
el valor del potencial de la membrana externa calculado
segun las ecuaciones (10) a (16) depende del porcentaje
de los complejos VDAC-HK (del VDAC,,%=N 100 %),
y alcanza valores de mas de 60 mV (Figura 4A). Segin
el modelo, la generacion del potencial debe causar una
profunda restriccion de la permeabilidad de la membrana
externa al fosfato inorganico (Figura 4C), restringiendo de
esta manera todo el flujo metabolico.

En el modelo se evidencia otro fendmeno interesante,
un cambio brusco del potencial de la membrana externa y de
su permeabilidad en funcién de la concentracion de glucosa
(de la relacion [G] /[G6P]) si el porcentaje de los VDAC
que forman los complejos VDAC-HK es superior a 3 %
(VDAC, >3 %) (Figura 4A, C).

Estos cambios del potencial y del flujo metabdlico no
fueron tan bruscos en presencia de los VDAC no sensibles
al voltaje, a N =0,1 (10 %) (Figura 4B, D). Aunque los

20
[G]./[G6P], 0 2 VDACg, %
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valores del potencial calculado para este caso son relativa-
mente bajos (Figura 4B), la modulacion eléctrica del flujo
metabolico a través de la membrana externa puede ser toda-
via significativa (Figura 4D).

La generacion del potencial de la membrana externa tam-
bién seria posible con la contribucion adicional del potencial
de la membrana mitocondrial interna, cuando este se aplica a
la membrana externa a través del complejo triple ANT-VDAC-
HK (Figura 3C) o, incluso, solamente a través del complejo
ANT-VDAC (Figura 3A) (Lemeshko, 2002, 2017a).

En la Figura 5 se comparan los mecanismos mas sim-
ples de generacion del potencial negativo de la membrana
externa y del positivo. Segin el analisis termodinamico
(Figura 2, A-C), es de esperarse la generacion del poten-
cial negativo mediante la circulacion de los nucleodtidos de
piridina, NADH(2-)/NAD"(1-), a través de la membrana
externa (mecanismo del tipo de las levaduras) (Lemeshko,
2017b). El potencial positivo (Figura 4, A,B) debe ser
generado directamente por los complejos VDAC-HK (meca-
nismo del tipo del cancer) (Lemeshko, 2002, 2014). Con
los dos mecanismos cabe esperar un incremento significativo
de los valores del potencial de la membrana externa en
concentraciones altas de glucosa en el citosol, con la
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Figura 4. Evaluacion computacional de los cambios del potencial de la membrana externa (A,B) y de la permeabilidad de la membrana
externa al fosfato inorganico (C,D) en funcién de la concentracion de glucosa (de la relacion [G] /[G6P] ) y del porcentaje de los VDAC
que forman los complejos VDAC-HK en ausencia (A,C) y presencia de 10 % de los VDAC no sensibles al voltaje (B,D) en la membrana
externa. $=40 V''. Los puntos rojos indican que el potencial de mayor magnitud provoca un cambio mas significativo de la permeabilidad

de la membrana externa al fosfato inorganico.
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Tipo cancer
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G6P~
Matriz
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Figura 5. Posibles mecanismos de la supresion eléctrica de la respiracion de las células mediante la generacion del potencial negativo de la
membrana externa acoplada a la circulacion de NADH(2-)/NAD*(1-) a través de esta en la levadura S. cerevisiae, o mediante la generacion
del potencial positivo acoplada a la transferencia del grupo fosforilo a través de los complejos VDAC-HK de la membrana externa en células
cancerigenas. Asc".: se muestra que la oxidacion del ascorbato en las mitocondrias de células cancerigenas podria causar una disminucion
del potencial positivo de la membrana externa generado por los complejos VDAC-HK.

posibilidad de la supresion eléctrica de la respira-cion de las
mitocondrias debido al potencial generado (Lemeshko, 2002,
2014, 2015, 2017a, 2017b). La supresion de la respiracion
debida a los altos niveles de glucosa se conoce como efecto
de Crabtree, pero no se sabe todavia si los procesos celulares
responsables de esta inhibicion (que es muy rapida, ocurre
en segundos), son los mismos, o similares, para levaduras y
las células cancerigenas (Hagman, et al., 2014; Pfeiffer &
Morley, 2014; Hammad, et al., 2016).

En estudios recientes se ha confirmado el efecto anti-
cancerigeno del acido ascorbico en concentraciones altas
(Sen, et al., 2017; Xia, et al., 2017; Mastrangelo, et al.,
2017), aunque el mecanismo no es todavia claro. No se
descarta que ello se deba a la tendencia a generar potencial
negativo de la membrana externa por la oxidacion de
ascorbato, como se muestra en la Figura 1B. De esta manera,
la superposicion de dos potenciales, el negativo, generado
por la oxidacion de ascorbato, y el positivo, generado por
los complejos VDAC-HK (Figura 5), podria resultar en
una disminucion o incluso la cancelacion de la supresion
eléctrica de la respiracion de las células cancerigenas con
los consecuentes efectos anti-Crabtree, anti-Warburg y, en
general, anticancerigenos.

Generacion del potencial de la membrana externa
mediante los complejos CK-VDAC. En los cardiomiocitos,
el ATP mitocondrial se usa para la produccion del CrP
a partir de la creatina. En el espacio entre las membranas
mitocondriales la enzima creatina cinasa (CK) se encuentra
unida a los VDAC, formando los complejos CK-VDAC
(Figura 3D) y los ANT-CK-VDAC (Figura 3E).

En los cardiomiocitos y otras células, el intercambio
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rapido de fosfato de creatina con carga negativa y de crea-
tina neutra entre las mitocondrias y los sarcomeros es pri-
mordial para la disminucion de la resistencia de la ruta de
suministro de energia durante la fase sistolica (Wallimann,
et al.,2011; Simson, et al., 2016). La resistencia metabolica
de esta ruta citosolica del intercambio CrP'/Cr es mucho
menor que la del intercambio por la electro-difusion del
ATP* y ADP?*, sobre todo en concentraciones bajas de
ADP?* en el citosol (Wallimann, et al., 2011). Por otro lado,
el flujo de los grupos fosforilo a través de los complejos CK-
VDAC (Figura 3D, d) puede causar la generacion directa
del potencial de la membrana externa, con el cierre de los
VDAC libres sensibles al voltaje, y, finalmente, llevar a una
restriccion de la permeabilidad de la membrana externa a los
metabolitos cargados (Lemeshko, 2016) mediante el meca-
nismo de control de realimentacion negativa (Lemeshko,
2017a).

En el modelo CK-VDAC, la fuente para la generacion
del potencial de la membrana externa es la bateria £
(Figura 3D, d), alimentada por la energia libre de Gibbs de
la reaccion de la creatina cinasa del mismo complejo:

OV
_ AGCK +£1n [C}"]C [ATP]S
v F F " [CrP] -[ADP]

7,

donde AG_ “=-12,7 kJ/mol es la energia libre de Gibbs
estandar de la reaccion de la creatina cinasa; [Cr] /[CrP],
es la relacion de las concentraciones de creatina y fosfato
de creatina en el citosol; [ATP]/[ADP]_es la relacion de
las concentraciones de ATP y ADP en el espacio entre las
membranas mitocondriales; F es la constante de Faraday;
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R es la constante universal de los gases, y 7= 298 K es la
temperatura del medio.

En este caso, el analisis termodinamico del modelo CK-
VDAC (Figura 3C) se hizo usando el sistema de ecuaciones,
incluida la ecuacion (17) (Lemeshko, 2016), y teniendo en
cuenta las caracteristicas cinéticas de la enzima CK, con
K, =10 mM. Para las evaluaciones se tomo la concentracion
total [Cr]+[CrP]=25 mM, y la relacion [ATP] /[ADP] =500
o [ATP] /[ADP] =50.

Los célculos del modelo CK-VDAC en funcion de la
concentracion de creatina en el citosol, inmediatamente
cercana de la membrana externa, demuestran la posibilidad
de generar un potencial de la membrana externa relativa-
mente alto (Figura 6A,B), para controlar la permeabilidad
de los VDAC de dicha membrana. El nivel de la creatina, en
el rango conocido de los cambios de la relacion [Cr]/([Cr]+
[CrP]) durante las fases de sistole y diastole del corazon
(Lemeshko, 2016), se incrementa significativamente durante
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la fase sistolica debido al uso intensivo del CrP para recu-
perar localmente el ATP hidrolizado en los sarcomeros.

En el caso de ausencia de los VDAC libres no sensibles
al voltaje en la membrana externa, el modelo demuestra una
generacion del potencial de hasta mas de 50 mV (Figura
6A), tomando una permeabilidad de P =0,1 al P, a través de
los VDAC eléctricamente cerrados (Hodge & Colombini,
1997). El potencial de la membrana externa disminuye a
valores de hasta 40 mV al considerar que 10 % de los VDAC
en la membrana externa no son sensibles al voltaje (Figura
6B). Cabe resaltar que estos valores del potencial positivo se
calcularon para el caso del potencial de fosforilacion del ATP
mitocondrial tomado a AG =-61 kJ/mol (Pinz, et al., 2008).

Segun las evaluaciones termodinamicas del modelo,
el cambio del potencial de la membrana externa desde
un valor de casi cero durante la didstole hasta mas de 30
mV durante la sistole (Figura 6A, B), permite mantener la
concentracion de Ca®" en el espacio entre las membranas

3
[Cr]/([Cr]+[CtP])

Figura 6. Evaluacion computacional del potencial de la membrana externa (A,B,E,F) y del nivel relativo de Ca*" en el espacio entre las
membranas mitocondriales (C,D) en funcion de la concentracion de la creatina (de la relacion [Cr]/([Cr]+[CrP])) y del porcentaje de los
VDAC que forman los complejos CK-VDAC. Se supone que en el medio exterior se tiene 1 uM de Ca*"; B,D,F: con 10 % de los VDAC no
sensibles al voltaje; S=40 V'; [Cr[+[CrP]=25 mM; A-D: [ATP] /[ADP] =500 (AG =-61 kl/mol); E,F: [ATP] /{[ADP] =50 (AG, =-54 kJ/mol).

Los puntos rojos indican que el potencial de la membrana externa de mayor magnitud lleva a un cambio mas significativo del nivel de Ca?*
en el espacio entre las membranas mitocondriales.
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mitocondriales a mas de un orden de magnitud por debajo
de su concentracion en el sarcoplasma (Figura 6C, D).
Esta funcion del potencial de mantener la concentracion
relativamente baja de Ca*" en el espacio entre las membranas
mitocondriales con respecto al citosol durante la sistole,
parece ser importante para disminuir significativamente la
velocidad de transporte de Ca?* a la matriz mitocondrial
y proteger de esta manera a las mitocondrias contra la
apertura del poro de transicion de permeabilidad mito-
condrial (PTP).

Se sabe que la concentracion de Ca*" durante la sistole
puede alcanzar hasta 1 uM en el sarcoplasma (Eisner, et al.,
2017), y hasta mas de 10 pM en los microdominios entre
las mitocondrias y el reticulo sarcoplasmico adyacente
(Rizzuto, et al., 2012). En caso de que el potencial positivo
de la membrana externa no se genere durante la sistole, la
concentracion de Ca*" en el espacio entre las membranas
mitocondriales debe alcanzar niveles de 1 a 10 uM. Con
esto, el flujo de calcio a la matriz mitocondrial incrementaria
por lo menos en un orden de magnitud, en comparacion con
el transporte durante la diastole, ya que la constante Km,Ca2+
del transportador de Ca*" en la membrana interna es de 5 a
10 uM (Carafolli, 2012). Aunque en la fase inicial de la
sistole, cuando la relacion [Cr]/([Cr]+[CrP]) y el potencial
generado no alcanzan sus magnitudes maximas todavia
(Figura 6A, B), la velocidad de acumulacion de Ca®* en
las mitocondrias puede ser elevada. Por otro lado, la con-
centracion estacionaria de Ca*" en la matriz mitocondrial
depende también de la capacidad del sistema de extrusion
de Ca?" desde la matriz mitocondrial, parte del cual es el
antiportador Ca*/Na* de la membrana interna (Eisner, et
al.,2017).

El modelo también evidencia que en el caso de un
potencial de fosforilacion del ATP mitocondrial relativa-
mente bajo (ecuacion 15), del orden de AG,=-54 kJ/mol, o
sea cuando la relacion [ATP] /[ADP]_equivale a 50 en vez de
500 en la ecuacion (17), el potencial de la membrana externa
calculado es negativo para la diastole, de (-30)-(-50) mV
(Figura 6E, F), y llega a ser cero durante la sistole, debido
al incremento del nivel de la creatina. Esto es indicativo del
riesgo de la apertura del PTP por accion del Ca?* sistdlico,
lo cual conlleva dafios mitocondriales, cuando el potencial
energético mitocondrial es relativamente bajo, como, por
ejemplo, durante la hipoxia.

Para las mitocondrias de corazén y cerebro también
se ha reportado la presencia de los complejos triples ANT-
CK-VDAC, los cuales permiten transferir el grupo fosforilo
desde el ATP de la matriz mitocondrial directamente a la
creatina del citosol (Brdiczka, et al., 2006) a través de las
dos membranas mitocondriales. El andlisis termodindmico
de este modelo (Figura 3E, e) ha mostrado que el potencial
calculado, positivo o negativo, de la membrana externa
depende del estado energético tanto del citosol como de las
mitocondrias (Lemeshko, 2017a).
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Observaciones experimentales a favor de la
generacion del potencial eléctrico de la membrana
mitocondrial externa

Las restricciones significativas de los flujos de los metaboli-
tos de carga negativa entre las mitocondrias y el citosol han
sido reportadas por varios autores (Vander Heiden, et al.,
2000; Lemasters & Holmuhamedov, 2006; Rostovtseva
& Bezrukov, 2012; Simson, et al., 2016). Hasta el
momento, la explicacion mas aceptada sobre el mecanismo
de regulacion de la permeabilidad de la membrana externa
es el “taponamiento” molecular de los VDAC. Se supone
que la generacion del potencial de la membrana externa
es imposible porque su permeabilidad es alta para iones
pequefios, aunque se reconoce que la generacion del
potencial podria explicar varios casos de la supresion
global de mitocondrias en células normales y cancerigenas
(Lermasters & Holmuhamedov, 2006).

En este sentido, cabe resaltar que normalmente los
iones de potasio, sodio y cloro no participan en procesos
estacionarios en la membrana externa, y deben alcanzar
su equilibrio electroquimico dependiendo del potencial de
esta mantenido por un mecanismo estacionario (Figura 3)
dependiente del metabolismo energético mitocondrial. Se
puede considerar que el movimiento de los iones pequefios
a través de la membrana externa (Figura 3B), o su escape,
es el proceso de carga de un condensador electrolitico, C,,
de dicha membrana (Figura 3B, b), causando un retraso en
la generacion del potencial. Para profundizar estos aspectos
dinamicos, sobre todo en el caso de los cambios de las fases
de diastole y sistole del corazén, se debe desarrollar un
modelo mas complejo, de tipo cinético.

La generacion del potencial de la membrana externa
puede afectar la monitorizacion experimental del potencial
de la membrana interna con sondas idnicas fluorescentes,
permeables a través de biomembranas. Hasta el momento, la
posibilidad de la interferencia del potencial de la membrana
externa, tan evidente en términos de la termodinamica
(Figura 7), no se tiene en cuenta en varias aplicaciones de
este método (Zorova, et al., 2017).

Sin embargo, se han reconocido ciertas dificultades
para evaluar cuantitativamente el potencial de la membrana
interna en células vivas (Lemasters & Ramshesh, 2007
Gerencser, et al., 2012), especialmente por la interferencia
del potencial de la membrana plasmatica con la monitoriza-
cion en células vivas mediante microscopia optica usando
sondas idnicas de fluorescencia (Gerencser, et al., 2012).

Con el fin de evitar este problema, se ha propuesto
medir la intensidad de la fluorescencia del cation permeable
éster metilico de tetrametilrodamina (TMRM™) dentro de
mitocondrias (/F}) y en el espacio exterior de estas (IF)
(Lemasters & Ramshesh, 2007), cuantificando el poten-
cial de la membrana interna seglin la ecuacion de Nernst:

IF
pymp =By (18).
F IF,
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Figura 7. Posible influencia del potencial de la membrana externa (PME) sobre la acumulacion de la sonda cationica fluorescente TMRM*
en la matriz de las mitocondrias energizadas, con potencial fijo de la membrana interna (-140 mV). A: PME=0 mV; B: PME=+40 mV;, C:

PME=-40 mV

Es muy obvio que la ecuacion (18) es aplicable solamente
cuando el potencial de la membrana externa es igual a
cero (Figura 7A), y no asi cuando es positivo (Figura 7B)
o negativo (Figura 7C), ya que la concentracion del cation
TMRM" en el espacio entre las membranas mitocondriales,
con respecto a la de su medio externo, depende del signo y
el valor de dicho potencial (Figura 7).

En general, cuando el potencial de la membrana externa
es #0, se deberia usar la ecuacion de Nernst teniendo en
cuenta ambos potenciales, el de la membrana interna y el
de la externa:

IF
PMI+ PME = -2 i (19).
F IF,

Se ha demostrado que el knockdown de los VDACI
y VDAC2 en células cancerigenas HepG2 lleva a una
disminucion de la intensidad de fluorescencia mitocondrial
del TMRM" de 42 y 58 %, respectivamente, sin cambio
estadisticamente significativo de la intensidad de la fluores-
cencia de los nucleétidos de piridina NAD(P)H (Maldonado,
et al.,2013). Dado que el nivel de los NAD(P)H en la matriz
mitocondrial depende del potencial de la membrana interna
(Lemeshko, et al., 2006a), se puede suponer que este no
cambia en estos experimentos. Por otro lado, la disminucion
o la inhibicion de los VDAC libres en la membrana externa
debe influir significativamente en la probabilidad de genera-
cion de su potencial, incrementando la resistencia R (Figura
3b). Los posibles cambios de dicho potencial se pueden
evaluar en los experimentos mencionados (Maldonado,
et al., 2013) aplicando la ecuacién (19) antes y después
del knockdown con el potencial de la membrana interna
invariable. Por ultimo, los cambios del potencial de la mem-
brana externa se pueden estimar segun la ecuacion:
]Fi,kd

IF;
donde /F, y IF;,, son las intensidades de la fluorescencia
mitocondrial del TMRM" antes y después del knockdown.
Segin la ecuacion (20), con [F=100 %, los calculos de

APME = —%m (20),

IF, 742 % e IF;, =58 %, ya mencionados, evidencian un
incremento del potencial de la membrana externa de 15 mV
y 23 mV, respectivamente.

Algunos tratamientos de las células HepG2 llevan al
aumento de la concentracion de la tubulina libre en el citosol,
causando una disminucion de 60 a 70 % en la intensidad de la
fluorescencia mitocondrial del TMRM* (Maldonado, et al.,
2010), lo cual podria deberse a un incremento del potencial
de la membrana externa de 24 a 32 mV, segun la ecuacion
(20). El cambio de dicho potencial responderia (Figura
3, a-e) al incremento de la resistencia R de la membrana
externa debido al conocido “taponamiento” molecular de
los VDAC con tubulina (Rostovtseva & Bezrukov, 2012;
Maldonado, et al., 2013; Rostovtseva, et al., 2015), la
cual, ademas, incrementa su sensibilidad al potencial de
la membrana externa. Por otro lado, un tratamiento de las
células que conlleve la disminucién de la concentracion
de la tubulina libre en el citosol causa un efecto contrario,
un incremento de 65 % en la intensidad de la fluorescencia
mitocondrial del TMRM* (Maldonado, et al., 2010). En
este caso, segun la ecuacion (20), el aumento de los VDAC
libres resultaria en una disminucioén de 13 mV del potencial
de la membrana externa.

En general, y segtin el modelo VDAC-HK de generacion
del potencial de lamembrana externa (Figura 3B), los factores
que interactian con los VDAC evitando la formacion de los
complejos VDAC-HK y disminuyendo de esta manera la
probabilidad de generacion de dicho potencial, deben causar
el efecto anti-Warburg (Lemeshko, 2014, 2015, 2017a).
Estas predicciones sustentarian la consideracion del VDAC
como un blanco importante para el desarrollo de nuevos
medicamentos y tecnologias anticancerigenas (Camara, et
al., 2017; Shoshan-Barmatz, et al., 2015, 2017).

Hemos desarrollado y patentado nuevos péptidos con
actividad anticancerigena y antimicrobiana (Lemeshko, et
al., 2006b; Orduz & Lemeshko, 2016), en tanto que en los
ensayos preliminares con nuevos péptidos disefiados para
impedir la formacion de los complejos VDAC-HK, se ha
demostrado también una elevada actividad anticancerigena
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en cultivos celulares. Los datos experimentales obtenidos
concuerdan con los modelos propuestos de generacion del
potencial de la membrana externa (Lemeshko, 2002, 2014,
2015, 2017a) y con la actividad anticancerigena de esta clase
de péptidos (Shoshan-Barmatz, et al., 2015, 2017).

En colaboracion con el MD Anderson Cancer Center
(Texas), se ha demostrado que las avicinas, triterpenoi-
des naturales, hacen permeable la membrana externa
(Lemeshko, ef al., 2006a; Haridas, et al., 2007), lo que
deberia disminuir el valor de su potencial generado en
células tumorales. Ademas, en estos estudios se ha visto
que el grado de permeabilidad de la membrana externa a las
avicinas puede ser tan elevado como para producir la salida
del citocromo C desde las mitocondrias.

La generacion del potencial de la membrana externa
puede ser crucial en el control del estado energético del
corazén. Se sabe que el valor de la K, aparente para
activar la respiracion de los cardiomiocitos permeabilizados
es mucho mas grande en ausencia de la creatina que en su
presencia (Appaix, et al., 2003; Timohhina, et al., 2009;
Saks, et al., 2010). Con la generacion de un potencial
positivo de la membrana externa en presencia de creatina
(Figura 3D, E), la concentracion de ADP en el espacio
entre las membranas mitocondriales debe incrementarse
significativamente con respecto al medio exterior (Figura
8), provocando la activacion significativa de la respiracion
mitocondrial, a pesar de su concentracion relativamente baja
en el medio exterior. Por ejemplo, si la diferencia de las
concentraciones de ADP en el espacio entre las membranas
mitocondriales fuera de 10 veces en presencia de creatina,
comparada con su ausencia, ello se deberia a la generacion
de un potencial de la membrana externa de 20 mV (segin
la ecuacion de Nernst) debida a la actividad de la creatina
cinasa en presencia de creatina (Figura 8).
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En mitocondrias aisladas de corazon incubadas con 1 uM
de tubulina, se ha reportado que la K, ,, aparente disminuye
14,3 veces en presencia de 20 uM de creatina (Timohhina,
et al., 2009). Se puede esperar que mediante la actividad de
la creatina cinasa en presencia de la creatina se genere un
potencial de la membrana externa de aproximadamente 24
mV, causando la acumulacion del ADP* en el espacio entre
las membranas mitocondriales y un incremento significativo
de la respiracion de las mitocondrias.

Como se ve en la Figura 8§, la generacion del potencial
positivo de la membrana externa puede incrementar la resis-
tencia de las mitocondrias frente a niveles altos de Ca?".
Se ha demostrado, por ejemplo, que la adicion de 30 UM
de Ca’ a la suspension de mitocondrias de corazén lleva
a la activacion del poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (Dolder, et al., 2003); para obtener el mismo
efecto en presencia de creatina, se deben afiadir 90 uM Ca?*
(Dolder, et al., 2003). Lo anterior se puede explicar por
la extrusion de Ca*" desde el espacio entre las membranas
mitocondriales debida a la generacion de un potencial posi-
tivo de la membrana externa de unos 15 mV.

El analisis de los datos experimentales permite plantear
que la generacion del potencial positivo de la membrana
externa por el sistema VDAC-creatina cinasa o VDAC-
hexocinasa podria ser crucial para la protecciéon de las
células contra la muerte en las condiciones de niveles toxi-
cos de calcio en el citosol. Es importante anotar que el valor y
el signo del potencial de la membrana externa deben resultar
de la superposicion de los potenciales eléctricos generados
mediante varios mecanismos. Las evaluaciones termodinami-
cas de los mecanismos descritos en este trabajo demuestran
que hay una probabilidad alta de que se genere un potencial
de la membrana externa con un valor suficiente (entre -40 mV
y +40 mV) para modular profundamente la permeabilidad

Disminucion
de Km,ADP

ADP>

Aumento de la
resistencia al Ca

Figura 8. La generacion del potencial positivo de la membrana externa en las mitocondrias de corazon en presencia de creatina puede ser un

factor crucial para una disminucion significativa de la K, .

aparente de la respiracion mitocondrial y para una elevada resistencia al Ca?*

durante la sistole. ANT: antiportador ATP/ADP; PTP: poro de transicién de permeabilidad mitocondrial; TC: canal de Ca?*
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del VDAC frente a varios metabolitos con carga negativa.
En general, la membrana mitocondrial externa puede tener
un papel crucial en el control del metabolismo energético
celular atendiendo a las propiedades de regulacion del
VDAC mediante el voltaje (voltage-gating) (Colombini &
Mannella, 2012).

En los ultimos afios, diversos investigadores en este
campo han considerado la posibilidad de generar el potencial
de la membrana externa (Camara, et al., 2017; Rostovtseva,
et al., 2017; Lemasters, 2017; Shoshan-Barmatz, et al.,
2018). Uno de los factores que puede favorecer la generacion
de dicho potencial es el “taponamiento” molecular de una
fraccion de los VDAC en la membrana externa con algunas
proteinas (Lemeshko, 2017a) como la tubulina (Rostovtseva
& Bezrukov, 2012), o la a-sinucleina (Rostovtseva, ef al.,
2015), entre otras, lo que reviste gran interés para aclarar
el papel del VDAC en varias enfermedades neurodegenera-
tivas (Rostovtseva, et al., 2015; Camara, et al., 2017,
Shoshan-Barmatz, et al., 2018).

Conclusiones

Con los mecanismos propuestos para la generacion del
potencial eléctrico en la membrana mitocondrial externa
de células normales y tumorales, y con las predicciones
termodinamicas del posible rango de los cambios de dicho
potencial, es posible explicar varios fendémenos de la
regulacion del metabolismo energético y de la resistencia
a la muerte celular. Por ejemplo, los efectos de Crabtree y
Warburg, que todavia no son claros, podrian estar asociados
con la supresion eléctrica de las mitocondrias tanto en las
células cancerigenas como en la levadura S. cerevisiae. Segin
el modelo de generacion del potencial de la membrana externa
por la accion de los complejos VDAC-hexocinasa, los cuales
actuarian como una bateria bioldgica, se puede predecir
que aquellos factores que impiden la formacion de estos
complejos tendrian una actividad anticancerigena. Dadas
las diversas posibilidades de generacion del potencial de la
membrana externa de manera dependiente del metabolismo,
la membrana mitocondrial externa puede ejercer un control
eléctrico del flujo metabdlico entre las mitocondrias y el
citosol mediante el mecanismo de realimentacion negativa.
Incluso cuando los niveles del potencial son relativamente
bajos y no bastan para el cierre eléctrico de los VDAC, el
potencial generado puede influir significativamente en las
concentraciones de los metabolitos cargados y del Ca?* en
el espacio entre las membranas mitocondriales, modulando
de esta manera el estado metabdlico de las mitocondrias y
la resistencia a la muerte celular bajo la influencia de varios
factores adversos. El desarrollo de nuevos métodos para
la confirmacion experimental directa de la generacion del
potencial de la membrana externa en las células vivas es
crucial para aclarar el papel fisiologico de las propiedades
reguladoras del VDAC mediante el voltaje, las cuales se han
conservado a lo largo de la evolucion biologica (Colombini
& Mannella, 2012).
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